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1 Einleitung 
Die Implantation einer Blastozyste in das Endometrium ist ein kritischer Schritt auf 
dem Weg zu einer erfolgreichen Gravidität (WILCOX et al. 1999). Ein komplexes 
Zusammenspiel von maternalen und fetalen Signalen führen zu vielfältigen 
morphologischen, endokrinen und immunologischen Veränderungen im Uterus, mit 
dem Ziel optimale Bedingungen für die Entwicklung der Blastozyste und späteren 
Embryo zu bieten. Dafür sind präzise koordinierte, zeitliche und räumliche, 
Expressionen von verschiedenen Faktoren notwendig. So ist für eine erfolgreiche 
Implantation ein adäquat endokrin vorbereitetes Endometrium genauso wichtig, wie 
eine gut entwickelte und funktionstüchtige Blastozyste (SIMON et al. 2000; 
NORWITZ et al. 2001; LESSEY 2002).  
 
Die Reproduktionseffizienz ist beim Menschen, im Vergleich zu anderen Spezies, 
sehr gering. Die Wahrscheinlichkeit einer erfolgreichen Konzeption innerhalb eines 
Zyklus bei gesunden Frauen beträgt nicht mehr als 30% (ZINAMAN et al. 1996). 
Mehr als 75% der nicht erfolgreichen Konzeptionen werden implantationsbedingten 
Störungen zugeordnet (WILCOX et al. 1988). Der Erfolg einer Implantation stellt 
demnach den größten limitierenden Faktor für die Etablierung einer Gravidität dar 
(SIMON 1996). In der Folge haben Fruchtbarkeitsprobleme nicht selten ihren 
Ursprung in einem fehlerhaften Implantationsprozess (MAKRIGIANNAKIS et al. 
2008). Basierend auf dieser Tatsache ist die Erforschung der physiologischen 
Mechanismen während der Implantationsphase von besonderer Bedeutung. Ein 
verbessertes Verständnis über die Vorgänge könnten die Pathologien von 
Implantationsstörungen aufklären, die Diagnosemöglichkeiten verbessern und 
gleichzeitig die Entwicklung von Therapieansätzen fördern. Insbesondere im 
Rahmen der assistierten Reproduktion besitzt dieses Ziel, der Aufklärung von 
Implantationsmechanismen, herausragende Bedeutung (SUNDER und LENTON 
2000). In diesem Bereich stellen nicht erfolgreiche Implantationen, trotz des 
erreichten Fortschrittes von Schwangerschaftsraten in den letzten Jahren, weiterhin 
ein großes Problem dar (APLIN und KIMBER 2004).  
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Obgleich seit mehreren Jahrzehnten der Implantationsprozess ein wichtiges 
Aufgabenfeld in der Reproduktionsforschung ist, sind Informationen über die 
spezifische humane Situation während der Implantation und Frühgravidität noch 
immer nur sehr begrenzt und unvollständig vorhanden. Die direkte Forschung am 
Menschen und humanen Embryonen ist aus ethischen Gründen als problematisch 
anzusehen. Gleichwohl werden dringend mehr Informationen über die humane 
Situation der Implantationsvorgänge benötigt. Daher bieten Primaten, insbesondere 
Weißbüschelaffen (Callithrix jacchus) als etabliertes Tiermodell in der Reproduktions-
forschung, die Möglichkeit diese Mechanismen besser zu erforschen (HEARN 1983; 
EINSPANIER et al. 2006). 
In den letzten Jahren der Forschung wurde deutlich, dass nicht ein Hauptfaktor allein 
für die Implantation verantwortlich ist, sondern eine Vielzahl verschiedenster 
Faktoren. Die Charakterisierung der einzelnen Funktionen, dieser Faktoren, sowie 
die Frage des Einflusses auf eine erfolgreiche bzw. nicht erfolgreiche Implantation, 
muss durch weitere Untersuchungen geklärt werden. Das Ziel dieser Arbeit war es, 
die Gen- und Proteinexpression ausgewählter Faktoren im Uterus zu verschiedenen 
Zeitpunkten des Implantationsvorgangs und der Gravidität zu ermitteln. Die 
Expression der Steroidrezeptoren Östradiolrezeptor-α (ERα), Östradiolrezeptor-β 
(ERβ) und Progesteronrezeptor (PR) in Verbindung mit den ausgewählten Enzymen 
der Steroidbiosynthese Aromatase (ARO) und 17β-Hydroxysteroid-Dehydrogenase 
Typ 7 (17βHSD7) sowie das Choriongonadotropin (CG) und das Relaxinsystem mit 
Relaxin (RLN) und Relaxinrezeptor (RXPF1) wurden molekularbiologisch, 
histologisch und immunhistochemisch untersucht. Diese Faktoren sind vorrangig 
gewählt worden, da sie bekanntermaßen direkt oder indirekt die Gewebe-
remodulierung im Uterus beeinflussen. Inwieweit sie am Implantationsvorgang 
beteiligt sind und ob sie sich als frühe Marker für eine erfolgreiche Implantation 
eignen, wurde in dieser Arbeit genauer untersucht. Aus diesem Grund wurden 
entsprechend zeitlich genau terminierte Uterusproben von konzeptiven und nicht-
konzeptiven Weißbüschelaffen analysiert. Der Nachweis von frühen 
Implantationsmarkern bietet einen großen klinischen Nutzen, indem sie für 
Diagnostik und Therapie von Implantationsstörungen eingesetzt werden könnten. 
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2 Literaturübersicht 
2.1 Der Weißbüschelaffe (Callithrix jacchus) 
2.1.1 Allgemeine Angaben zur Taxonomie, Ökologie und Morphologie 
Weißbüschelaffen (Callithrix jacchus) gehören zu der Familie der Krallenaffen 
(Callithrichidae) und werden der Gattung der Büscheläffchen (Callithrix) zugeordnet. 
Das natürliches Verbreitungsgebiet liegt in Zentral- und Südamerika, weshalb sie als 
Neuweltaffen (Platyrrhini) bezeichnet werden (GEISSMANN 2003). Ursprünglich 
beheimatet sind Weißbüschelaffen in den tropischen und subtropischen Regen-
wäldern Nordost- und Zentralbrasiliens. Mittlerweile ist sind sie aber auch außerhalb 
der natürlichen Ursprungsgebiete zu finden, z.B. in Parkanlagen großer Städte wie 
Rio de Janeiro (HERSHKOVITZ 1977). Ein anatomisches Merkmal aller Krallenaffen 
ist das Vorhandensein von Krallen an Fingern und Zehen, mit Ausnahme der 
Großzehe, anstelle der bei anderen Primaten typischen Plattnägel. Charakteristisch 
und namengebend für die Weißbüschelaffen sind die langen weißen Haarbüschel an 
den Ohren.  
 
 
 
Abbildung 2.1 adulter Weißbüschelaffe (Callithrix jacchus) 
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Die Tiere haben eine Körpergröße von 15,8-20,7cm (Scheitel-Steiß-Länge), hinzu 
kommt ein relativ langer Schwanz mit 24,3-31,2cm Länge (ROWE 1996). Das 
Gewicht adulter Tiere liegt bei 350-450g (ABBOTT et al. 2003). Neben Früchten, 
Samen, Blüten und Pilzen ernähren sich Weißbüschelaffen von Insekten, 
Schnecken, kleinen Wirbeltieren und Vogeleiern (DIGBY und BARRETO 1998). 
Einen besonderen Stellenwert nehmen Baumsäfte ein. Diese wichtige Nahrungs-
quelle besitzt mit 15% der Gesamtfuttermenge eine große Bedeutung für die 
Ernährung von Weißbüschelaffen (HEARN 1983; ROWE 1996). 
 
Weißbüschelaffen leben in Familiengruppen mit 3-15 Mitgliedern (STEVENSON und 
RYLANDS 1988). Eine Gruppe besteht in der Regel aus einem züchtenden 
Elternpaar und deren Nachkommen (FERRARI und DIGBY 1996). Innerhalb dieser 
verhindert das dominante Weibchen durch ihr Verhalten und über Pheromon-
ausscheidungen die Ovulation der anderen subdominanten, geschlechtsreifen 
weiblichen Tiere (ABBOTT et al. 1981; ABBOTT 1984; HUBRECHT 1989; BARRETT 
et al. 1990). Ein ovarieller Zyklus dauert durchschnittlich 28 Tage (HEARN 1983; 
KENDRICK und DIXSON 1983) und nach einer Tragezeit von 144-148 Tagen 
werden in der Regel 1-4 Jungtiere geboren. An der Aufzucht beteiligen sich alle 
Familienmitglieder (HEARN 1983; STEVENSON und RYLANDS 1988; ROTHE et al. 
1993). Weißbüschelaffen werden laut Literatur mit ca. 12 Monaten geschlechtsreif 
(ABBOTT und HEARN 1978; JENNINGS et al. 2009) und haben in der Natur eine 
Lebenserwartung von durchschnittlich 12 Jahren (ROWE 1996). In Gefangenschaft 
kann die Geschlechtsreife durchaus eher eintreten, und auch die Lebenserwartung 
mit bis zu 18 Jahren ist deutlich länger (eigene Beobachtungen). 
 
 
2.1.2 Reproduktionsbiologische Daten 
Weißbüschelaffen werden seit den 1960er Jahren in der biomedizinischen 
Forschung eingesetzt. Aufgrund ihrer guten Anpassungsfähigkeit an die Haltung in 
Menschenobhut, geringer Körpergröße und hoher Fruchtbarkeit in Gefangenschaft, 
sind sie ein beliebtes Primatenmodell in den verschiedensten Forschungsbereichen, 
z.B. Neurowissenschaften, Verhalten und Ethologie, Pharmakologie und Toxikologie, 
Physiologie und Reproduktion (HEARN 1983; MANSFIELD 2003). Für die 
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reproduktionsbiologische Forschung bietet der Weißbüschelaffe zahlreiche Vorteile 
gegenüber anderen Primatenmodellen. Nachfolgend werden einige Daten ihrer 
Fortpflanzungsphysiologie herausgestellt. 
Neben der geringen Größe und der daraus resultierenden kostengünstigeren 
Unterbringung sowie einem leichteren Umgang im Vergleich zu anderen Primaten 
(z.B. Rhesusaffe, Pavian), zeigen sich die Vorzüge des Weißbüschelaffen vor allen 
in einer hohen Reproduktionsrate in Gefangenschaft (NUBBEMEYER et al. 1997). Im 
Gegensatz zu Altweltaffen (z.B. Rhesusaffe) weisen sie keine Saisonalität auf und 
aufgrund von Mehrfachovulationen (1-4 Eizellen pro Zyklus) (TARDIF und JAQUISH 
1997) ist die Nachkommenrate von 1-4 Jungtieren pro Wurf deutlich höher. Sie 
zeigen keine Laktationsanöstrie, d.h. sie ovulieren bereits innerhalb von 10-20 Tagen 
nach der Geburt (TARDIF et al. 2003), wodurch sich Zuchtintervalle von 4,5-5 
Monaten ergeben. Folglich sind zwei Geburten und 2-8 Jungtiere pro Jahr keine 
Seltenheit (POOLE und EVANS 1982). Des Weiteren sind die Generationszeiten 
kürzer als bei anderen Primatenmodellen wie Rhesusaffe oder Pavianen, da beim 
Weißbüschelaffen die Geschlechtsreife bereits mit 12 Monaten bzw. die Zuchtreife 
mit 18 Monaten erreicht wird (HEARN et al. 1978; HEARN 1983; JENNINGS et al. 
2009). Ein weiterer Vorteil von Weißbüschelaffen für Reproduktionsstudien ist die 
Sensitivität auf Prostaglandin F2α (PGF2α), welches die Luteolyse des vorhandenen 
Gelbkörpers induziert und die erneute Entwicklung von präovulatorischen Follikeln 
initiiert. Der Ovarialzyklus der Tiere kann folglich mittels Applikation von PGF2α sehr 
genau kontrolliert werden (SUMMERS et al. 1985).  
Der Weißbüschelaffe eignet sich gut als reproduktionsbiologisches Modelltier für den 
Menschen. Beide Spezies weisen vergleichbare Zykluslängen und ähnliche 
Hormonprofile während des Zyklus und der Gravidität auf (HEARN 1983).  
 
Mensch und Weißbüschelaffe haben eine ovarielle Zykluslänge von durchschnittlich 
28 Tagen (siehe Abbildung 2.2). Beim Menschen erfolgt nach einer 9-tägigen 
Follikelphase (FP) die Ovulation, gefolgt von einer 14-tägigen Lutealphase (LP) mit 
anschließender 5-tägiger Menstruationsphase. Der Weißbüschelaffe zeigt keine 
Menstruation, folglich unterteilt sich der Zyklus im Durchschnitt in 10 Tage 
Follikelphase und 18 Tage Lutealphase (HEARN 1983). Im uterinen Zyklus wird 
zwischen der Proliferationsphase (PP, entspricht der Follikelphase) und der 
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Sekretionsphase (SP, entspricht der Lutealphase) unterschieden. Das Hormonprofil 
während der Gravidität bei Weißbüschelaffe und Mensch verläuft vergleichbar (siehe 
Abbildung 2.3), wobei ein starker Anstieg von Progesteron und Östradiol bei 
Weißbüschelaffen in der zweiten Graviditätshälfte (HEARN 1983) und im letzten 
Trimester bei Menschen erfolgt. Interessanterweise sind die absoluten 
Steroidkonzentrationen im Blut beim Weißbüschelaffen deutlich höher als beim 
Menschen (HEARN et al. 1978; FRASER und LUNN 1999). 
 
 
 
Abbildung 2.2 Schematische Darstellung der peripheren Progesteron- und Östradiolkonzentrationen 
des Menschen [A] und Weißbüschelaffen [B] während des weiblichen Sexualzyklus (modifiziert nach 
(HEARN 1983; SILBERNAGL und DESPOPOULOS 1991; LÖFFLER und PETRIDES 2003)) 
 
 
Abbildung 2.3 Schematische Darstellung der peripheren Progesteron- und Östradiolkonzentrationen 
des Menschen [A] und Weißbüschelaffen [B] während der Gravidität (modifiziert nach (HEARN 1983; 
SILBERNAGL und DESPOPOULOS 1991; LÖFFLER und PETRIDES 2003))  
 
Die geringe Körpergröße der Tiere bringt jedoch nicht nur Vorteile mit sich. Sie 
limitiert gleichzeitig auch die Menge und Anzahl von Proben, z.B. Blut (HEARN et al. 
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1975). Jedoch ist dahingehend die hohe Hormonkonzentration im Blut von Vorteil, da 
bereits geringe Probemengen für eine Analyse ausreichen. Weiterhin ist für die 
Zykluskontrolle von Bedeutung, dass Weißbüschelaffen keine Menstruation oder 
sonstige äußere Anzeichen des Zyklusstadiums zeigen. Es kommt zu keiner 
zyklischen Veränderung des Scheidenepithels oder der Scham (FRASER und LUNN 
1999). Aus diesem Grund erfolgt mittels zusätzlicher Hormonuntersuchungen in Blut 
oder Kot die Zykluskontrolle. Zusammenfassend kann gesagt werden, dass der 
Weißbüschelaffe ein etabliertes Modell für den Menschen in der Reproduktions-
medizin darstellt (HEARN 1983; EINSPANIER et al. 2006). 
 
 
2.2 Implantation 
Als Implantation wird der Prozess bezeichnet, in dem die Blastozyste Kontakt zum 
maternalen Organismus aufnimmt. Für eine erfolgreiche Anheftung der Blastozyste 
muss dieses Ereignis, in Bezug auf die Entwicklung des Embryos und der Reifung 
des Endometriums, genau koordiniert und synchronisiert sein (CARSON 1999). Der 
eigentliche Vorgang der Implantation (Nidation) ist eine komplexe Zellinteraktion 
zwischen den Trophoblasten, der Blastozyste und den uterinen Zellen des 
Endometriums (SIMON et al. 2000; LESSEY 2002). Es ist jedoch nicht als ein 
Einzelereignis, sondern vielmehr als eine Abfolge von mehreren Entwicklungs-
phasen, die als Apposition, Adhäsion und Invasion bezeichnet werden, zu betrachten 
(SIMON 1996). An dem Gesamtvorgang sind eine Vielzahl unterschiedlichster 
Faktoren fetalen und maternalen Ursprungs beteiligt, u.a. Wachstumsfaktoren, 
Zytokine und Hormone (PETRAGLIA et al. 1998). Die genauen biochemischen 
Abläufe sind bis heute nicht abschließend geklärt. Es werden sowohl sekretorische 
als auch rezeptorvermittelte Interaktionen diskutiert.  
Voraussetzung für eine erfolgreiche Implantation der Blastozyste ist ein genügend 
vorbereitetes Endometrium (LINDZEY und KORACH 1999). Hormonelle Signale, 
insbesondere durch das Hormon Progesteron, sorgen während der sekretorischen 
Phase im Uterus für den Umbau des Endometriums. Dies zeigt sich in einer 
vermehrten Ausbildung von Drüsen und Spiralarterien. Die Veränderungen im 
luminalen Epithel ermöglichen die Apposition und Adhäsion einer einnistungsfähigen 
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Blastozyste. Der Zeitraum, in dem optimale Bedingungen für die Implantation einer 
Blastozyste vorliegen, wird auch als rezeptives Stadium bezeichnet und ist auf 
wenige Tage nach der Ovulation begrenzt (BERGH und NAVOT 1992). Nach Ablauf 
dieses kurzen Zeitfensters, der rezeptiven Phase, ist eine Implantation in dem 
entsprechenden Zyklus nicht mehr möglich (PSYCHOYOS 1986; CARSON 1999). 
Bei Mensch und Weißbüschelaffe erreicht der Konzeptus, im Entwicklungsstadium 
der Morula, etwa am 3.-4. Tag nach der Ovulation den Uterus (CROXATTO et al. 
1978; HEARN 1986; HEARN und SUMMERS 1986). Zu diesem Zeitpunkt ist die 
Morula noch von einem Glykoproteinmantel, der Zona pellucida, umgeben, welche 
eine Anheftung an das Endometrium verhindert. Durch Größenzunahme und 
enzymatische Lyse wird diese beim Menschen am 5.-6. Tag nach der Ovulation 
(TABIBZADEH und BABAKNIA 1995; SRISUPARP et al. 2001) und am 9.-10. Tag 
beim Weißbüschelaffen entfernt (HEARN und SUMMERS 1986). Dadurch erhält die 
durch weitere Entwicklung entstandene Blastozyste die Kompetenz zur Anheftung an 
das Endometrium (CARSON 1999). Die Implantation erfolgt beim Menschen am 7.-9. 
Tag (HEARN et al. 1991) und beim Weißbüschelaffen am 11.-12. Tag nach der 
Ovulation (HEARN 1983; MOORE et al. 1985; SMITH et al. 1987; ENDERS und 
LOPATA 1999).  
In der Blastozyste existieren zwei Gewebetypen. Einerseits die omnipotenten Zellen 
der inneren Zellmasse (ICM) und andererseits die ersten differenzierten Zelltypen, 
das Trophektoderm (TE), welches die Blastocoelhöhle und die ICM umgibt 
(CARSON 1999). Die TE Zellen vermitteln die Anheftung der Blastozyste durch 
physikalische und biochemische Kontaktaufnahme an das maternale, luminale 
Epithel des Endometriums. Nach erfolgreicher Adhäsion differenziert sich das TE in 
verschiedene Trophoblastenlinien, welche später in Kombination mit dem extra-
embryonalen Mesenchym für die Bildung der Plazenta verantwortlich sind (CARSON 
1999; APLIN 2000). 
Trophoblasten verhalten sich speziesspezifisch sehr unterschiedlich. Im Gegensatz 
zu nicht-invasiven Spezies wie z.B. Wiederkäuern, bei denen während der 
Plazentation nur ein oberflächlicher Kontakt zum maternalen Gewebe erfolgt, sind 
die Trophoblasten bei Primaten stark invasiv. Das bedeutet, die Zellen penetrieren 
das Epithel und die Basalmembran, um schließlich im Stroma eingebettet zu werden 
(APLIN 2000). Diese Invasion in das uterine Endometrium wird durch die Fähigkeit 
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der Trophoblasten ermöglicht, proteolytische Enzyme (z.B. Cathepsine, Matrix-
Metalloproteinasen) in größeren Mengen zu sezernieren (ALEXANDER et al. 1996). 
Die Aktivitäten des Embryos im Uteruslumen lösen im Stroma eine umfangreiche 
Remodulierung und Angiogenese aus, um die Bedürfnisse des heranwachsenden 
Embryos zu erfüllen (SHARKEY und SMITH 2003). 
Für den Begriff der Dezidualisierung wird in dieser Arbeit auf die Beschreibung von 
ENDERS (1991) verwiesen. Beim Menschen wird das Endometrium, per Definition, 
als Dezidua bezeichnet, sobald sich die Blastozyste anheftet und in das uterine 
Epithel eindringt. Gleiches wurde für nicht-humane Primaten übernommen. Als 
Deziduazelle wird nur der modifizierte stromale Fibroblast benannt. Der gesamte 
Prozess der Dezidualisierung wird im Kontext mit der zunehmenden Tortuosität der 
Drüsen, der Ödematisierung und Vergrößerung der stromalen Fibroblasten gesehen 
und beschreibt folglich die generellen Veränderungen im Endometrium. Die 
Dezidualisierung beginnt bereits während der uterinen Sekretionsphase und bereitet 
das Endometrium auf eine mögliche Implantation vor. 
 
 
2.3 Hormone 
2.3.1 Choriongonadotropin  
Das Choriongonadotropin (CG) ist ein Hormon, welches schon seit längerer Zeit im 
engen Zusammenhang mit dem Reproduktionsgeschehen bei Primaten gesehen 
wird. Dieses Hormon gilt als das erste deutliche Signal, welches direkt vom Embryo 
an die Mutter übermittelt wird. Es signalisiert dem maternalen Organismus das 
Vorhandensein einer Blastozyste und ebnet den Weg für die Etablierung eine 
Gravidität (HEARN 1986; HEARN et al. 1991; TSAMPALAS et al. 2010). Noch heute 
wird oftmals die alleinige Hauptfunktion von CG in der Förderung der Progesteron-
synthese im Ovar während der Frühgravidität gesehen. Dies wird jedoch der 
ausgeprägten Bedeutung von CG im Organismus in keiner Weise gerecht. 
Zahlreiche Forschungsprojekte in den letzten Jahren haben ein weit vielfältigeres 
und komplexeres Bild von CG aufgedeckt (COLE 2010). Es konnte gezeigt werden, 
dass CG eine Vielzahl von weiteren wichtigen plazentaren, uterinen und fetalen 
Funktionen während der Gravidität übernimmt. Im Folgenden soll nur auf die 
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Funktion im Ovar und Uterus eingegangen werden. Nachweise über Vorkommen und 
mögliche Aufgaben in Fetus, Gehirn, Spermien und Neoplasien sollen anderen 
Ausführungen (LEI et al. 1993a; RAO 2001; ABDALLAH et al. 2004) vorbehalten 
bleiben und hier nur kurz Erwähnung finden, um das immens breite Wirkungsfeld von 
CG zu verdeutlichen. 
 
Das Choriongonadotropin gehört ebenso wie das luteinisierende Hormon (LH), das 
Follikelstimulierende Hormon (FSH) und das Thyroidstimuliernde Hormon (TSH) zur 
Familie der Glykoproteinhormone. Diese sind aus zwei nicht identischen Unter-
einheiten, einer α- und einer ß-Einheit, aufgebaut. Alle diese Hormone gleichen sich 
bei Säugetieren in ihrer α-Untereinheit, welche von einem einzelnen Gen codiert 
wird. Die ß-Untereinheit unterscheidet sich jeweils in ihren Strukturen und Amino-
säurezusammensetzungen (PIERCE und PARSONS 1981). Die ß-Untereinheit von 
LH und CG besitzen beim Menschen eine Homologie von 96%, dies erlaubt es den 
beiden Hormonen an demselben Rezeptor zu binden. Humanes CG (hCG) bindet 
jedoch mit einer 4-5 fach stärkeren Affinität an den entsprechenden Rezeptor als LH 
(BARKLEY und ZELINSKI-WOTEN 1999; TSAMPALAS et al. 2010). Beim 
Weißbüschelaffen wird LH funktionell durch CG ersetzt. Im Laufe der Evolution 
scheint sich beim Weißbüschelaffen das LH-Gen zu einem Pseudogen entwickelt zu 
haben, welches durch das funktionsfähige CG-Gen kompensiert wird (MULLER et al. 
2004). 
Der LH/CG Rezeptor, im Folgenden nur als CG-Rezeptor bezeichnet, wird der 
großen Gruppe der G-Protein gekoppelten Rezeptoren zugeordnet. Diese 
Rezeptoren gehören der 7-Transmembrandomänen-Rezeptor-Familie an. Sie 
beinhalten zwei funktionelle Bindungsdomänen, eine extrazelluläre N-terminale und 
eine membranständige C-terminale (RYU et al. 1998; BARKLEY und ZELINSKI-
WOTEN 1999). Der CG-Rezeptor wird von 11 Exons und 10 Introns codiert. Dabei 
codieren die Exons 1-10 für die extrazelluläre Domäne und Exon 11 für die 
membranständige Domäne (ATGER et al. 1995). Interessanterweise fehlt beim 
Weißbüschelaffen, wie auch bei anderen Neuweltaffen, Exon 10 auf der 
Transkriptionsebene. Dieses fehlende Exon wird vermutlich durch Veränderungen 
oder Fehler beim Spleißen hervorgerufen. Die Wirkung von CG am Rezeptor wird 
dadurch jedoch nicht verändert. Gegensätzliches konnte bei der Wirkung von LH 
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beobachtet werden. Bei Menschen, denen durch eine seltene Mutation das Exon 10 
fehlt, kann in Anwesenheit von LH keine normale Rezeptorfunktion festgestellt 
werden (GROMOLL et al. 2003). 
CG wird während der frühen Gravidität von den Trophoblasten der Blastozyste und 
im weiteren Verlauf der Gravidität vom fetalen Anteil der Plazenta gebildet (HENKE 
und GROMOLL 2008). CG aktiviert die CG Rezeptoren im Ovar, infolgedessen die 
Progesteronsynthese im Gelbkörpers während der Frühgravidität erhalten bleibt 
(HEARN 1986). Dieser luteotrophe Effekt von CG im Ovar gewährleistet die 
Progesteronsynthese bis zum luteoplazentaren Übergang (siehe Kapitel 2.3.2.2). Die 
Produktion von CG ist folglich entscheidend für die Aufrechterhaltung der Gravidität 
in den ersten Wochen (DUC-GOIRAN et al. 1999). In verschiedenen 
Primatenmodellen wurde die essentielle Wirkung von CG für die Etablierung einer 
Gravidität dargestellt. So zeigte sich bei Weißbüschelaffen ein Abfall des Serum-
spiegels von Progesteron nach der Applikation eines CG-Antikörpers. Darüber 
hinaus wurden in der Folge der Applikation Frühgraviditäten beendet bzw. 
Implantationen verhindert (HEARN et al. 1978; HEARN 1986). Die Annahme, dass 
CG ein alleiniger fetaler Faktor ist, wurde vor wenigen Jahren widerlegt. So konnte 
beim Menschen eine CG Expression im uterinen Epithel in der Sekretionsphase von 
nicht-konzeptiven Zyklen nachgewiesen werden (ZIMMERMANN et al. 2009).  
CG ist bereits 2-3 Tage nach der Implantation im peripheren Blutkreislauf 
nachweisbar, dies entspricht beim Weißbüschelaffen den 14.-17. Tag (HEARN et al. 
1988) und beim Mensch etwa den 10. Tag nach der Ovulation (TSAMPALAS et al. 
2010). Bei in vitro kultivierten Blastozysten von Weißbüschelaffen konnte eine 
Sekretion von CG bereits um den Implantationszeitpunkt (11.-12. Tag LP) aufgezeigt 
werden (SUMMERS et al. 1993). Einen noch früheren Nachweis der humanen CG 
Sekretion gelang JURISICOVA et al. (1999), indem die Transkription von CG mRNA 
im 8-Zell Stadium dargestellt werden konnte. 
Die Funktion von CG beschränkt sich nicht nur auf die luteotrope Wirkung im 
Gelbkörper. Bereits vor zwei Jahrzehnten wurde der CG Rezeptor ebenfalls im 
Endometrium nachgewiesen (RESHEF et al. 1990). Eine Beteiligung am 
Implantationsprozess konnte damit erstmals postuliert werden (SRISUPARP et al. 
2001; CAMEO et al. 2004). In den folgenden Jahren wurden in zahlreichen weiteren 
Geweben, wie z.B. im Ovidukt und der Zervix, CG Rezeptoren dargestellt (LEI et al. 
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1993b; LIN et al. 2003; ZIECIK et al. 2007). Aber auch außerhalb des Reproduktions-
traktes, wie in der Nabelschnur (RAO et al. 1993), dem Gehirn (LEI et al. 1993a), der 
Nebenniere (PABON et al. 1996) und in Tumoren (BIRKEN et al. 1999) wurden CG 
Rezeptoren nachgewiesen. Die einzelnen Funktionen in diesen verschiedenen 
Geweben sind bis heute nicht eindeutig geklärt. Für die Aufgaben im Uterus und 
Ovar wird eine Vielzahl von Möglichkeiten diskutiert. So ist CG an der Entwicklung 
der lokalen Immuntoleranz beteiligt, welche den Embryo vor der maternalen 
Immunantwort schützt (KAYISLI et al. 2003; TSAMPALAS et al. 2010). Ebenso hat 
es eine angiogenetische Wirkung (ZYGMUNT et al. 2002; HERR et al. 2007) und 
agiert als Wachstumsfaktor bei der Proliferation der Trophoblasten (YAGEL et al. 
1989). Zudem gibt es Hinweise für die Beteiligung von CG bei der Stimulierung der 
Dezidualisierung im Uterus (HAN et al. 1999). Im Ovar fördert CG die Synthese und 
Sekretion von Östrogen, Inhibin und Relaxin (SRISUPARP et al. 2001). Die exakten 
Wirkungsmechanismen dieses Hormons sind jedoch noch immer nicht abschließend 
erforscht. 
 
 
2.3.2 Steroidhormone 
Eine weitere wichtige Gruppe von Hormonen im Reproduktionsgeschehen sind die 
Steroidhormone. Physiologisches Ausgangssubstrat der Steroidhormonsynthese ist 
das Cholesterol. Dieses kann einerseits in den Steroidhormon produzierenden Zellen 
direkt aus Acetyl-Coenzym A „de novo“ synthetisiert werden. Andererseits wird auch 
exogenes Cholesterol aus der Nahrung über das Low-Density-Lipoprotein (LDL) aus 
dem Blut aufgenommen (LISCUM und DAHL 1992). In den Zellen der steroidogenen 
Gewebe wird das Cholesterol anschließend für die Bildung von Gestagenen genutzt, 
welche wiederum in Androgene umgewandelt und in einem weiteren Schritt zu 
Östrogenen aromatisiert werden können. In Abbildung 2.4 sind die einzelnen 
Syntheseschritte mit den dazugehörigen Enzymen detailliert dargestellt.  
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Abbildung 2.4 Biosyntheseweg der Steroidhormone: Progesteron, Testosteron und der Östrogene 
(modifiziert nach (LÖFFLER und PETRIDES 2003) 
 
Zu den steroidproduzierenden Geweben gehören neben den Gonaden auch die 
Nebennierenrinde und die Plazenta. Des Weiteren können Steroide auch außerhalb 
dieser „klassischen“ Gewebe synthetisiert werden. Viele Zellen, u.a. im Gehirn, in 
Blutgefäßen und im Fettgewebe, besitzen die Fähigkeit aus den im Blut 
zirkulierenden Androgenen oder deren Vorläufern lokal weitere Steroidhormone zu 
bilden (KÖHRLE und PETRIDES 2007; STRAUSS, III 2009). Aufgrund ihres 
hydrophoben Charakters werden Steroidhormone im Blut mittels Transportproteinen 
zum Zielgewebe transportiert. Dort können die lipophilen Hormone leicht durch die 
Zellmembran in das Innere der Zelle diffundieren, wo sie jeweils an ihre spezifischen 
kernständigen Rezeptoren binden. Die Hormon-Rezeptor-Komplexe führen dann im 
Zellkern zu einer transkriptionellen Regulation ihres Zielgens (TRUSS und BEATO 
1993). Neben diesen kernständigen Rezeptoren, die eine genomische Wirkung 
hervorrufen, existieren auch membranständige Bindungsstellen, die eine nicht-
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genomische Antwort ermöglichen, indem sie intrazelluläre Signaltransduktions-
kaskaden aktivieren (PIETRAS und SZEGO 1977; WEHLING 1997; CHEN et al. 
1999; FALKENSTEIN et al. 2000). 
Insbesondere zwei Steroidhormongruppen haben im weiblichen Organismus eine 
große Bedeutung, die Gestagene und die Östrogene. Die wichtigsten Geschlechts-
hormone Östradiol und Progesteron sowie deren Rezeptoren werden in den 
folgenden Abschnitten genauer beschrieben. 
 
 
2.3.2.1 Östradiol und Östradiolrezeptoren  
Östrogene üben eine Vielzahl von Funktionen im weiblichen Organismus aus. Neben 
wichtigen Aufgaben im Bereich der Reproduktionsphysiologie von Ovar und Uterus, 
sind sie ebenso verantwortlich für die Ausbildung der sekundären weiblichen 
Geschlechtsmerkmale. Zusätzlich existieren zahlreiche biologische Wirkungen auf 
das Herz- und Gefäßsystem, das Immun- und Zentralnervensystem sowie den 
Knochenstoffwechsel (GUSTAFSSON 2003). Im Folgenden soll nur auf die 
Funktionen im Ovar und Uterus eingegangen werden. 
Es können drei natürliche Östrogene unterschieden werden, Östron, Östradiol und 
Östriol. Das Östradiol ist das wichtigste und physiologisch wirksamste unter ihnen 
(FALLERT-MÜLLER 2004). Die Synthese des Östradiols erfolgt hauptsächlich im 
Ovar (Granulosa- und Thekazellen) und in der Plazenta (EVERETT und 
MACDONALD 1979; ADASHI 1994). In geringem Umfang wird Östradiol auch in der 
Nebennierenrinde und in den Leydig-Zellen des Hodens synthetisiert (MARTEL et al. 
1994; HESS 2003). Ein weiterer extragonadaler Herstellungsort wird für den Mensch 
und einige Primaten im Fettgewebe beschrieben (SIMPSON et al. 1994). Als 
Synthesevorstufe dienen Androgene, die durch Aromatisierung zu Östrogenen 
umgewandelt werden. Der genaue Syntheseweg ist im Abschnitt 2.3.2, Abbildung 2.4 
dargestellt. 
Grundlage für die Produktion von Östrogenen im Ovar ist die neuro-hormonale 
Regulation durch den Hypothalamus und die Hypophyse (KÖHRLE und PETRIDES 
2007). Das Gonadotropin freisetzende Hormon (gonadotropin releasing hormon, 
GnRH) wird pulsatil vom Hypothalamus sezerniert und stimuliert in der Hypophyse 
die Synthese und Freisetzung von zwei verschiedenen Gonadotropinen, dem 
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follikelstimulierenden Hormon (FSH) und dem luteinisierende Hormon (LH) beim 
Menschen. Bemerkenswerterweise existiert beim Weißbüschelaffen kein LH (ZHANG 
et al. 1997). Die Funktion von LH wird, wie in Kapitel 2.3.1 beschrieben, von CG 
übernommen (MÜLLER et al. 2004). Unter dem Einfluss von FSH/LH kommt es zur 
Rekrutierung, Auswahl und Reifung der Follikel im Ovar, sowie der Synthese von 
Östradiol in den Granulosazellen. Es folgt ein kontinuierlicher Anstieg des Östrogen-
spiegels im Blut. Kurz vor der Ovulation erreicht der Östradiolanstieg sein Maximum 
und bewirkt durch eine positive Rückkoppelung eine starke LH/CG-Freisetzung aus 
der Hypophyse. Dieser LH/CG-Anstieg initiiert verschiedenste biochemische Abläufe, 
u.a. die Synthese und Sekretion von Prostaglandinen, Zytokinen, Wachstums-
faktoren und proteolytischen Enzymen, die letztendlich zur Ovulation des reifen 
Follikels führen. In der anschließenden Lutealphase kommt es aufgrund der 
steigenden Östrogen- und Progesteronkonzentrationen wiederum zu einer Hemmung 
der Ausschüttung von GnRH bzw. FSH und LH/CG. Durch diese negative 
Rückkoppelung am Ende eines nicht-konzeptiven Zyklus sinken folglich die Plasma-
konzentrationen von Östrogen und Progesteron wieder ab (MEINECKE 2005). 
Erfolgt eine Konzeption übernimmt die Plazenta beim Menschen und anderen 
Primaten im Verlauf der Gravidität den Großteil der steigenden Östrogen- und 
Progesteronsynthese. Dieser luteoplazentare Übergang erfolgt beim Menschen 
zwischen dem 30. und 50. Tag (YOSHINAGA 1999) und beim Weißbüschelaffen 
zwischen dem 40. und 60. Tag (HODGES et al. 1983) der Gravidität. Am Ende der 
Gravidität vermittelt die erhöhte Östrogenkonzentration im Uterus mehrere Effekte, 
welche die Erregbarkeit des Uterus steigern. So werden u.a. die Rezeptoren im 
Myometrium für Oxytocin und Prostaglandin F2α (PGF2α) induziert, die Bildung von 
gap junctions zwischen den Muskelzellen stimuliert und es erfolgt eine Depolarisation 
der Uteruszellen (LINDZEY und KORACH 1999). 
Während der Follikelphase kommt es im Uterus, unter dem Einfluss von Östradiol, zu 
Umbauprozessen im Endometrium. Diese sind gekennzeichnet durch die 
Proliferation der uterinen Epithelzellen, einer Streckung der uterinen Drüsen bei 
gleichzeitiger Verengung der Drüsenlumina, sowie der Erweiterung und starken 
Vaskularisation interzellulärer Spalträume. Im Verlauf dieser Proliferationsphase 
schwillt das Gewebe durch Aufnahme von Interzellularflüssigkeit an, wodurch die 
Dicke des Endometriums zunimmt (LIEBICH 1999). Zudem werden spezifische 
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Proteine und Wachstumsfaktoren wie z.B. insulin-like growth factor (IGF) und 
vascular endothelial growth factor (VEGF) (NIKLAUS et al. 2003) synthetisiert. Diese 
durch Östradiol initiierten Veränderungen im Uterus, während der Proliferations-
phase, spielen eine wichtige Rolle für die Vorbereitung des Endometriums auf eine 
mögliche Implantation und Gravidität (KÖHRLE und PETRIDES 2007). Die Wirkung 
von Östrogen beschränkt sich jedoch nicht nur auf die Aktivierung der 
Uterusproliferation, sondern hat eine Vielzahl weiterer Funktionen. So vermittelt es 
u.a. die Expression der Progesteronrezeptoren, moduliert die Reifung und Funktion 
von dendritischen Zellen, wirkt bei der Entwicklung der Immuntoleranz mit und ist ein 
wichtiger Faktor für die maternale Angiogenese durch die Aktivierung verschiedener 
stromaler Faktoren (ECKERT und KATZENELLENBOGEN 1981; GRAHAM und 
CLARKE 1997; SEGERER et al. 2009; DAS et al. 2009). 
Die Wirkung der Östrogene wird durch die Bindung an spezifische Rezeptoren 
vermittelt. Bisher sind zwei Subtypen des Östradiolrezeptors (ER) bekannt 
(HELDRING et al. 2007). ERα und ERβ sind ligandenabhängige Rezeptoren mit 
einem gemeinsamen strukturellen Aufbau (BEATO und KLUG 2000). Sie werden 
jedoch von verschiedenen Genen codiert, die sich auf unterschiedlichen 
Chromosomen befinden (ENMARK et al. 1997). Die Östrogenrezeptoren bestehen 
wie alle Steroidhormone, stark vereinfacht, aus drei Domänen. Erstens einer sehr 
variablen Aktivierungsdomäne am N-terminalen Ende, zweitens einer zentralen 
hochkonservierten DNA-bindenden Domäne und drittens einer Liganden-bindenden 
Domäne am C-terminalen Ende (FALLERT-MÜLLER 2004). Durch die Liganden-
bindung erfolgt eine Konformationsänderung des Rezeptormoleküls. Der nun 
aktivierte Rezeptor-Hormon-Komplex bindet an einer spezifischen DNA Sequenz, 
dem „estrogen response element“ (ERP), und initiiert damit eine veränderte 
Genexpression (BEATO und KLUG 2000). ERα und ERβ besitzen eine starke 
Homologie in der zentralen DNA-bindenden Domäne und in der C-terminalen 
Ligandenbindungsdomäne. Sie unterscheiden sich jedoch stark in ihrer N-terminalen 
variablen Domäne (DELAUNAY et al. 2000). Dort befindet sich eine liganden-
unabhängige „activation function“ (AF-1), die für die Protein-Protein-Interaktion des 
Rezeptors und somit für die Aktivierung der Gentranskription essentiell ist. In vielen 
Zellen existieren beide Rezeptoren nebeneinander als Homodimer oder Heterodimer 
(PETTERSSON et al. 1997; COWLEY und PARKER 1999). Jedoch sind 
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Expressionsgehalt und Muster von ERα und ERβ in den Geweben bzw. den 
einzelnen Zelltypen sehr verschieden. So ist ERα besonders in Uterus, Prostata 
(Stroma), Ovar (Thekazellen), Hoden (Leydig-Zellen), Nebenhoden, Knochen, Brust, 
Leber, Gehirn und Fettgewebe zu finden. Im Unterschied dazu wird ERβ vermehrt in 
Speicheldrüsen, Hoden, Ovar (Granulosazellen), Prostata (Epithel), Knochenmark, 
Gefäßendothel und in bestimmten Hirnregionen exprimiert (DAHLMAN-WRIGHT et 
al. 2006).  
Im Rahmen des physiologischen Zyklusgeschehens erfüllen Östrogene im Ovar und 
Uterus wichtige Aufgaben. Hierbei ist Östradiol das dominierende Hormon in der 
Follikelphase des Ovars bzw. in der Proliferationsphase des Uterus. Es bereitet in 
dieser Zyklusphase den maternalen Organismus auf eine mögliche Gravidität vor, 
indem es einerseits das Follikelwachstum im Ovar fördert und andererseits optimale 
Bedingungen für die Implantation einer Blastozyste im Endometrium schafft. 
 
 
2.3.2.2 Progesteron und Progesteronrezeptor  
Das ebenfalls zur Gruppe der Steroidhormone zählende Progesteron wird durch eine 
17β-Hydroxylierung aus Pregnenolon synthetisiert (siehe Abbildung 2.4). Die 
Bildungsorte sind Gelbkörper (Corpus luteum), Follikel, Plazenta und im geringen 
Umfang auch die Nebennierenrinde (GRAHAM und CLARKE 1997). Die Synthese 
wird ebenfalls durch die Gonadotropine FSH und LH/CG reguliert. LH/CG ist für die 
Ovulation des reifen Follikels und die Bildung des Gelbkörpers verantwortlich. Dieser 
entsteht durch Luteinisierung der Granulosa- und Thekazellen der Follikelreste und 
ist der Syntheseort für das Progesteron. 
Bei einer erfolgreichen Konzeption wandelt sich der Gelbkörper in den Schwanger-
schaftsgelbkörper (Corpus luteum graviditatis) um, welcher eine gesteigerte 
Progesteronsynthese aufweist. Für den Erhalt des Gelbkörpers in der frühen 
Gravidität ist beim Menschen und Primaten das CG verantwortlich (siehe Kapitel 
2.3.1). Zu Beginn der Gravidität erfolgt die Bildung von Progesteron in den 
Granulosazellen des Gelbkörpers, wird aber mit Fortschreiten dieser von der 
Plazenta als Hauptsyntheseort abgelöst (luteoplazentare Übergang, Kapitel 2.3.2). 
Progesteron antagonisiert viele der Östrogenwirkungen. Jedoch ist für zahlreiche 
Progesteronwirkungen ein vorausgehender oder gleichzeitiger Einfluss von Östrogen 
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notwendig. So induziert Östrogen u.a. die vermehrte Bildung der 
Progesteronrezeptoren im Uterus während der Proliferationsphase (DEMAYO und 
FUNK 1999). In der folgenden Sekretionsphase und Frühgravidität ist Progesteron 
das dominierende Hormon. Unter dem Progesteroneinfluss kommt es im Uterus zum 
Wachstum des Myometriums und zum Umbau der Drüsen im Endometrium (HESS et 
al. 2006), d.h. die Drüsen werden verkürzt und stark geschlängelt. Die Lumina der 
Drüsen sind erweitert und mit Sekret gefüllt (LIEBICH 1999). Diese Veränderungen 
der Uterusstruktur schaffen die weiteren Voraussetzungen für eine Implantation der 
Blastozyste und anschließender Versorgung des Embryos. Erfolgt bis zum Ende des 
Zyklus keine Implantation, sinkt neben der Östradiol- auch die 
Progesteronkonzentration im Blut ab. Dies führt beim Menschen zur Abstoßung der 
zuvor aufgebauten Uterusschleimhaut, der Menstruation. Kommt es jedoch zu einer 
Konzeption, verhindert Progesteron die Reifung weiterer Follikel. Durch eine 
hypothalamische Rückkoppelung wird die LH/CG-Sekretion aus der Hypophyse 
gehemmt und eine erneute Ovulation unterbunden. 
Progesteron antagonisiert während der Gravidität den Einfluss von Östradiol auf das 
Myometrium. Die Kontraktionsbereitschaft des Uterus wird durch Progesteron 
herabgesetzt, indem es das Ruhepotential der Zellmembran erhöht, die 
Verfügbarkeit von intrazellulärem Calcium reduziert und die Zahl der Gap Junctions 
verringert (RICHTER und GÖTZE 1993). In den letzten zwei Graviditätswochen sinkt 
der Progesteronspiegel im Plasma und die kontraktionshemmende Wirkung des 
Progesterons auf das Myometrium nimmt ab. Im Gegenzug steigt die Erregbarkeit 
der Uterusmuskulatur u.a. durch den Einfluss von Östradiol wieder an (CHAMBERS 
und HEARN 1979). 
 
 
2.3.3 Enzyme der Steroidbiosynthese 
Für die Regulation der Funktionen von Steroidhormonen sind neben den eigentlichen 
Hormonmetaboliten, ebenso die synthetisierenden Enzyme der Steroidbiosynthese 
von essentieller Bedeutung. Für die Synthese von Steroidhormonen ist ein 
abgestimmtes Zusammenspiel von Enzymen aus verschiedenen Enzymfamilien 
notwendig. Cytochrom P450 Enzyme sind daran genauso beteiligt wie „short chain 
dehydrogenases/reductases“ (SDR) bzw. „aldo-keto reductases“ (AKR) (PENNING 
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2003; HYNDMAN et al. 2003; MOELLER und ADAMSKI 2006). Im Rahmen dieser 
Arbeit wurde der Schwerpunkt auf die 17β-Hydroxysteroid-Dehydrogenase Typ 7 und 
die Aromatase gelegt. Diese zwei Enzyme werden im Folgenden genauer 
charakterisiert. 
 
 
2.3.3.1 17β-Hydroxysteroid-Dehydrogenase Typ 7 
Eine wichtige Enzymgruppe für die Steroidbiosynthese sind die 17β-HSDs, welche 
durch einen letzten Aktivierungs- oder Deaktivierungsschritt die Funktion der 
Steroidhormone modulieren. Durch die Konversion an Position 17 des Steroid-
grundgerüstes wird die biologische Potenz von Östrogenen und Androgenen 
verändert. Weitere Hydroxysteroid-Dehydrogenasen konvertieren an anderen 
Positionen des Grundgerüstes und werden dementsprechend bezeichnet (z.B. 
3β-HSD, 5β-HSD).  
Die 17β-HSDs werden durch verschiedene nicht homologe Gene codiert. Sie 
besitzen divergierende Aminosäuresequenzen und bevorzugen unterschiedliche 
Cofaktoren und Substrate (MINDNICH et al. 2004). Die Mehrzahl der 17β-HSDs 
können zu der Proteinfamilie der SDRs zugeordnet werden. Ein kleinerer Teil der 
Enzyme gehört der Gruppe der AKRs an (PENNING 1997). Bisher sind 14 
Enzymtypen mit einer 17β-HSD Aktivität identifiziert (MEIER et al. 2009; MOELLER 
und ADAMSKI 2009). Nicht alle von ihnen sind exklusiv nur am Steroidmetabolismus 
und primär in der Reproduktionsphysiologie beteiligt, sondern sie besitzen auch 
Funktionen in der Cholesterinbiosynthese oder im Fettsäuremetabolismus 
(MINDNICH et al. 2004).  
Die biologische Aktivität der Steroidhormone wird durch 17β-HSD bereits vor der 
Bindung an einen Rezeptor reguliert, indem Keto-Steroide reduziert und Hydroxy-
Steroide oxidiert werden (NOBEL et al. 2001; PENNING 2003). Die Keto-Formen der 
Hormone besitzen eine geringere biologische Aktivität gegenüber den Hydroxy-
Formen, welche die biologisch potenteren sind (PELTOKETO et al. 1999b). Die 
Reduktion von Östron zu der biologisch aktiveren Form Östradiol wird durch 
17β-HSD Typ 1, 5 und 7 katalysiert. Die Oxidation von Östradiol und folglich die 
Inaktivierung wird u.a. von 17β-HSD Typ 2, 4, 8 und 10 begleitet (MINDNICH et al. 
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2004). Folglich besitzen die 17β-Hydroxysteroid-Dehydrogenasen entscheidende 
Schlüsselrollen in der Regulierung der Aktivität von Östrogenen und Androgenen. 
17β-HSD7 wurde anfänglich als Prolaktinrezeptor assoziiertes Protein (PRAP) im 
Ovar der Ratte beschrieben (DUAN et al. 1996). Die Funktion von PRAP konnte zu 
diesem Zeitpunkt nicht eindeutig geklärt werden. Es wurde jedoch vermutet, dass es 
eine zentrale Rolle für die Wirkung von Östradiol und Prolaktin im Gelbkörper des 
Rattenovars besitzt (DUAN et al. 1997). NOKELAINEN und Mitarbeiter wiesen 1998 
die 17β-HSD7 Aktivität des PRAP nach und bestätigten damit, dass es sich bei 
PRAP der Ratte und 17β-HSD7 der Maus um ein identisches Protein handelt. 
Aufgrund der starken Expression des Enzyms im Ovar von graviden Mäusen wurde 
zudem angenommen, dass es eine wichtige Rolle während der Gravidität spielt. 
17β-HSD7 wurde bisher in verschiedenen Organen nachgewiesen. Neben den 
Organen des Reproduktionstraktes erfolgten auch Nachweise in Leber, Niere und im 
fetalen Hirngewebe (KRAZEISEN et al. 1999; HUSEN et al. 2003). In den letzten 
Jahren konnte zudem eine Beteiligung an der Cholesterinsynthese dargestellt 
werden (BREITLING et al. 2001; MARIJANOVIC et al. 2003). Ein aktuelles knockout 
Mausmodell für 17β-HSD7 zeigte bei heterozygoten Tieren eine starke Störung der 
Fruchtbarkeit. Ursächlich dafür ist die mangelnde Fähigkeit der Tiere den 
Östrogengehalt während einer Trächtigkeit zu regulieren. In diesem Modell wurde 
weiterhin deutlich, dass homozygote Mäuse nicht lebensfähig sind, da bereits die 
Feten aufgrund von schweren Gehirnmissbildungen und Herzfehlern absterben und 
resorbiert werden (SHEHU et al. 2008). Die Beteiligung von 17β-HSD7 an der für die 
Fetalentwicklung wichtige Cholesterinsynthese, ist eine weitere bedeutende Funktion 
des Enzyms in seinem breiten Wirkungsspektrum (JOKELA et al. 2010). 
Im weiblichen Reproduktionstrakt ist 17β-HSD7 für die Östradiolbiosynthese von 
Bedeutung (PELTOKETO et al. 1999a). Das Enzym katalysiert die Konvertierung von 
inaktivem Östron in das biologisch aktive 17β-Östradiol (NOKELAINEN et al. 1998). 
Im Ovar ist der Gelbkörper der Syntheseort für Östradiol. Bei Weißbüschelaffen wird 
während der Follikelphase nur eine geringe Expression von 17β-HSD7 beschrieben, 
welche jedoch im Verlauf der Lutealphase ansteigt und ihre stärkste Expression um 
den 38. Tag der Gravidität zeigt. Dies entspricht den als luteoplazentare Übergang 
bezeichneten Zeitpunkt, ab dem die Plazenta die Hauptproduktion des Östradiols 
übernimmt. Nach der Verschiebung des Hauptproduktionsortes sinkt die Expression 
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von 17β-HSD7 im Ovar wieder ab (SCHWABE et al. 2001). Sowohl bei 
Weißbüschelaffen (HUSEN et al. 2003) als auch beim Menschen (BREITLING et al. 
2001) konnte im Uterus und Plazenta eine 17β-HSD7 Aktivität nachgewiesen 
werden. Die Gewebeverteilung von 17β-HSD7 beim Weißbüschelaffen entspricht der 
des Menschen (TREMBLAY et al. 1989; KRAZEISEN et al. 1999; SCHWABE et al. 
2001). Ebenfalls durchgeführte Sequenzanalysen der cDNA des Enzyms beim 
Weißbüschelaffen ergaben eine Übereinstimmung von 95% gegenüber der humanen 
Sequenz (SCHWABE et al. 2001). Die Ergebnisse der Expressionsanalysen im 
Uterus bei Weißbüschelaffen basieren jedoch bisher nur auf Proben von nicht-
graviden Tieren in der Proliferations- und Sekretionsphase. Wobei eine stärkere 
Expression von 17β-HSD7 in der Proliferationsphase auftrat (SCHWABE et al. 2001; 
HUSEN et al. 2003). Bei Untersuchungen an Mäusen konnten in den Uteri von 
graviden Tieren, mit Hilfe der in-situ Hybridisation, eine erhöhte Expression 
besonders an den Implantationsstellen festgestellt werden (NOKELAINEN et al. 
2000).  
Allen untersuchten Spezies ist somit gemein, dass 17β-HSD7 eine wichtige Funktion 
in der Reproduktionsphysiologie einnimmt. Indem es die Aktivität von Steroid-
hormonen moduliert, ist es an der Regulation der Gelbkörperfunktion, der 
Implantation, der Dezidualisierung und Plazentation beteiligt (NOKELAINEN et al. 
1998; NOKELAINEN et al. 2000). 
 
 
2.3.3.2 Aromatase 
Das Enzym Aromatase ist ein Mitglied der Cytochrom P450 Superfamilie (CYP P450) 
und wird durch das Gen CYP19 codiert (HONG et al. 2009). Cytochrom P450 
Enzyme sind Proteine, die aus einer Polypeptidkette mit 503 Aminosäureresten 
bestehen und in ihrem aktiven Zentrum eine Häm Gruppe besitzen (GHOSH et al. 
2009). Sie katalysieren die Oxidation von verschiedensten organischen Substanzen 
(CONLEY und WALTERS 1999). Die Cytochrom P450 Aromatase gehört in die 
Untergruppe der Steroidhydroxylasen, welche eine größere katalytische Spezifität für 
den Steroidmetabolismus zeigen als andere Cytochrom P450 Enzyme (CONLEY und 
WALTERS 1999). Der Aromatase-Enzymkomplex besteht aus zwei Komponenten, 
erstens aus dem Aromatase Cytochrom P450 (P450arom) Protein und zweitens 
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einem Flavoprotein, der NADPH-Cytochrom-P450-Reduktase. Das membran-
gebundene Enzym ist im Endoplasmatischen Retikulum der Östrogen 
produzierenden Zellen lokalisiert (KRAGIE 2002; SIMPSON et al. 2002). 
Aromatase katalysiert den Syntheseweg von Androgenen zu Östrogenen, im 
Speziellen die Umwandlung von Testosteron zu Östradiol und Androstendion zu 
Östron (siehe Abbildung 2.4). Der Aromatase-Enzymkomplex kontrolliert somit als 
limitierendes Enzym die Östrogensynthese (HONG et al. 2009). Folglich kann auch 
diese durch die Hemmung der Aromataseaktivität spezifisch blockiert werden. 
Aromatase katalysiert den letzten Syntheseschritt der Östrogenbildung. Aus diesem 
Grund werden bei der selektiven Hemmung des Enzyms keine anderen Steroide, 
z.B. Glukokortikoide, Mineralkortikoide oder Androgene im Syntheseweg beeinflusst 
(KRAGIE 2002). 
Aromatase ist ein hoch konserviertes Enzym im Säugetierorganismus (CONLEY und 
WALTERS 1999). Es wird bei verschiedenen Wirbeltierspezies, inklusive Fischen, 
Reptilien, Vögeln und Säugetieren in den Gonaden und im Gehirn exprimiert, bei 
Primaten und Paarhufern auch in der Plazenta (SIMPSON et al. 1994; HONG et al. 
2009). Weiterhin sind für den Menschen und einige weitere Primaten auch periphere, 
nicht gonadale Gewebe beschrieben, so z.B. Haut, Fettgewebe, Nebenniere, 
Knochen und fetales Lebergewebe (MARTEL et al. 1994; NELSON und BULUN 
2001; SIMPSON et al. 2002). Im Ovar ist Aromatase in den präovulatorischen 
Follikeln und im Gelbkörper zu finden. Das Enzym ist dort für die Follikelreifung, 
Ovulation und Gelbkörperfunktionen verantwortlich. FSH stimuliert die Synthese der 
Aromatase in den Granulosazellen des Follikels und in der Folge auch deren 
Östrogenausschüttung (SIMPSON 2004). Die Expression der Aromatase in der 
Plazenta ist beim Menschen am stärksten in den Synzytiotrophoblasten vorhanden. 
Korrespondierend zu der Erhöhung der Östrogenkonzentration, steigt auch die 
Aromatase-Expression mit dem Wachstum der Plazenta während der Gravidität an 
(CONLEY und WALTERS 1999). Nager zeigen im Gegensatz zu anderen 
Säugetierspezies keine plazentare Aromataseaktivität. Bei diesen Spezies ist der 
Gelbkörper, während der gesamten Gravidität, der wichtigste Östrogensyntheseort. 
Auch im Uterus erfüllt Aromatase wichtige Funktionen. Das Enzym ist maßgeblich für 
die Aufrechterhaltung der frühen und mittleren Gravidität verantwortlich sowie an der 
Regulation der Geburt in der späten Graviditätsphase beteiligt (KRAGIE 2002). 
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Studien mit Aromataseinhibitoren an Pavianen und Ratten zeigten, dass die 
Applikation von diesen Substanzen zu einer deutlich verringerten Anzahl von 
erfolgreichen Graviditäten führte. Ursächlich dafür war einerseits die Verhinderung 
von Implantationen und andererseits kam es durch die Hemmung der Aromatase-
aktivität zu Aborten (ALBRECHT et al. 2000; TIBONI et al. 2008).  
 
 
2.3.4 Relaxin und Relaxinrezeptor RXFP1 
Ein weiteres Hormon, welches in der Reproduktionsphysiologie eine wichtige Rolle 
spielt, ist Relaxin. Es wurde erstmals 1926 von Frederick Hisaw beschrieben (HISAW 
1926). Lange Zeit wurde es ausschließlich als geburtsvorbereitendes Hormon 
charakterisiert, dessen systemische Effekte nur im perinatalen Zeitraum eine Rolle 
spielen, z.B. durch die Weitung des Geburtskanals (FEVOLD et al. 1930; GRAHAM 
und DRACY 1953), Hemmung der Kontraktion des Myometriums (KRANTZ et al. 
1950) und Wachstum der Brustdrüse (HAMOLSKY und SPARROW 1945). In den 
letzten Jahren hat sich jedoch gezeigt, dass Relaxin ein weitaus größeres Wirkungs-
spektrum als früher angenommen besitzt. Im Organismus existiert es in den 
unterschiedlichsten Organsystemen und übernimmt dort tierartspezifisch 
verschiedenste Aufgaben. Im Rahmen dieser Arbeit soll nur auf die Funktionen im 
Zusammenhang mit dem Reproduktionsgeschehen eingegangen werden. 
 
Relaxin gehört zu einer Familie von Peptidhormonen, in die ebenfalls Insulin, der 
Insulin ähnlicher Wachstumsfaktor (insulin-like growth factor, IGF) und der Relaxin 
ähnliche Faktor (relaxin-like factor, RLF) eingeordnet werden (IRVING-RODGERS et 
al. 2002; IVELL und EINSPANIER 2002). Relaxin wird als Präpropeptid synthetisiert. 
Dieses besteht aus einem Signalpeptid, einer A- und B-Kette und einem 
Verbindungspeptid (C-Peptid). Durch Abspaltung des Signalpeptides entsteht das 
Prorelaxin, welches wiederum durch die Entfernung des C-Peptides in das reife 
Relaxin überführt wird (BRYANT-GREENWOOD und SCHWABE 1994; ANTHONY 
1999). Die Affinität für den Relaxinrezeptor unterscheidet sich jedoch nicht zwischen 
Prorelaxin und Relaxin (TAN et al. 1998). 
Bisher sind drei humane Relaxingene beschrieben H1, H2 und H3 (HUDSON et al. 
1983; HUDSON et al. 1984; BATHGATE et al. 2002). Wobei H2 das einzige 
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bekannte im Blut zirkulierende Relaxin ist (BANI 1997; BATHGATE et al. 2006). H1 
konnte bislang beim Menschen u.a. in Brustdrüse (TASHIMA et al. 1994), Dezidua, 
Plazenta, Prostata (HANSELL et al. 1991; GUNNERSEN et al. 1996), Myokard und 
Blutgefäßen (DSCHIETZIG et al. 2001) dargestellt werden. Des Weiteren gelang 
BARTHGATE et al. (2002) der Nachweis einer Expression von H3 im Gehirn von 
Ratte, Maus und Mensch. Interessanterweise konnte bis heute nur ein Relaxingen 
bei nicht humanen Primaten nachgewiesen werden (KLONISCH et al. 2001). 
Die Identifizierung eines spezifischen Relaxinrezeptors blieb lange Zeit erfolglos. 
Bekannt war lediglich, dass die Wirkung von Relaxin über die Bindung an membran-
ständige Rezeptoren vermittelt wird (ANTHONY 1999). Erst im Jahr 2002 wurden 
von HSU et al. (2002) zwei spezifische Rezeptoren (LGR7, LGR8) nachwiesen, 
welche durch Relaxin aktiviert werden. Die Einordnung der Rezeptoren erfolgte in die 
Gruppe der G-Protein-gekoppelten 7-Transmembrandomänen-Rezeptoren (leucine-
rich repeat-containing G-protein-coupled receptors, LGR). Eine neue Nomenklatur 
beachtend, wird der LGR7 und der LGR8 Rezeptor im Folgenden als RXFP1 bzw. 
RXFP2 (relaxin family peptide receptors 1 bzw. 2) bezeichnet (HSU et al. 2002; 
BATHGATE et al. 2006). 
 
Die Syntheseorte von Relaxin sind tierartspezifisch sehr verschieden. Bei Mensch, 
Primat, Ratte und Schwein ist der Gelbkörper für die Hauptproduktion verantwortlich 
(WEISS et al. 1976; HUDSON et al. 1984; ANTHONY 1999). Im Gegensatz dazu 
übernimmt z.B. bei Hund, Pferd und Kaninchen die Plazenta diese Funktion 
(ANTHONY 1999). Weitere Orte der Synthese von Relaxin im weiblichen 
Organismus sind bei Menschen und Primaten das Mamma-Gewebe, das 
Endometrium, die Plazenta und die Dezidua (BRYANT-GREENWOOD und 
SCHWABE 1994; TASHIMA et al. 1994). Die periphere Serumkonzentration während 
des Zyklus und der Gravidität unterscheidet sich bei Mensch und Primat deutlich von 
denen der viel untersuchten Tierarten wie Ratte oder Schwein. Die 
Relaxinkonzentration steigt während der mittleren bis späten Lutealphase, d.h. einige 
Tage nach der Ovulation, an und sinkt bei nicht erfolgreicher Konzeption in der 
folgenden Follikelphase schnell wieder ab (STEWART et al. 1990; EINSPANIER et 
al. 1999). Kommt es jedoch zur Etablierung einer Gravidität, erhöht sich die 
Konzentration des Relaxins im Serum und erreicht beim Menschen im ersten 
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Trimester (BELL et al. 1987) und beim Weißbüschelaffen im zweiten Trimester der 
Gravidität seine Maximalwerte (STEINETZ et al. 1995; EINSPANIER et al. 1999). 
Danach sinken diese bis zur Geburt wieder allmählich ab. Die Situation bei Ratte und 
Schwein verhält sich anders. Bei diesen Spezies erfolgt erst ca. zwei Tage vor der 
Geburt ein markanter Anstieg der Relaxinkonzentration. Des Weiteren sind die 
Konzentrationen im Serum von trächtigen Tieren um ein Vielfaches höher als bei 
graviden Menschen oder Primaten (IVELL und EINSPANIER 2002). Diese 
Differenzen im zeitlichen Auftreten von Relaxin in der Peripherie deuten auf 
unterschiedliche Funktionen des Relaxins bei den verschiedenen Tierarten hin. So 
sind die Unterdrückung der myometrialen Aktivität, die Zervixerweichung und die 
Erweiterung der Beckensymphyse durch Veränderungen in der Bindegewebsstruktur 
seit längerem bekannte klassische Funktionen von Relaxin für die Geburts-
vorbereitung bzw. den Geburtsvorgang. Jedoch sind diese endokrinen Effekte nur 
bei einigen Spezies vorhanden, so z.B. Nager und Fleischfresser. Bei Mensch und 
Primaten treten diese ausgeprägten systemischen Einflüsse des Relaxins nicht auf 
(IVELL und EINSPANIER 2002). Hier sind eher lokale Wirkungen auf das Binde-
gewebe im Reproduktionstrakt (Ovar, Uterus, Zervix) und fetalen Membranen 
(EINSPANIER et al. 1997; SIMON und EINSPANIER 2009) sowie wichtige 
Funktionen während des Implantationsvorgangs zu finden. 
Im Uterus ist die Differenzierung der Stromazellen eine essentielle Voraussetzung für 
die Implantation einer Blastozyste in das Endometrium. Die nötige Dezidualisierung 
des endometrialen Stromas wird durch Relaxin gefördert (TELGMANN und 
GELLERSEN 1998). Besonders an den Implantationsstellen ist eine vermehrte 
Relaxinproduktion zu beobachten (EINSPANIER et al. 2001). Zudem induziert 
Relaxin die Expression von weiteren Faktoren, die für die Vorbereitung des 
Endometriums auf eine mögliche Implantation wichtig sind, so z.B. MMPs, VEGF und 
Prolaktin (TELGMANN und GELLERSEN 1998; UNEMORI et al. 1999). 
Bereits 1964 wurde von HISAW beschrieben, dass Relaxin eine Wirkung auf das 
Endometrium besitzt. Bei Rhesusaffen konnte damals gezeigt werden, dass die 
Applikation von Relaxin in Verbindung mit Östrogen und Progesteron zu einer 
Umwandlung des Endometriums führte, welche vergleichbar mit den Veränderungen 
während der Gravidität war (HISAW 1964). Zu Beginn der 90er Jahre wurde zudem 
dokumentiert, dass bei Frauen mit einem frühen Schwangerschaftsabort signifikant 
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verringerte Serumrelaxinkonzentrationen nachweisbar waren (WITT et al. 1990; 
STEWART et al. 1993). Ebenso konnte bei der in-vitro-Fertilisation (IVF-
Behandlungen) eine Prognose für den Graviditätserfolg anhand der in vitro 
Relaxinproduktion von zuvor gewonnenen Granulosazellen gestellt werden 
(STEWART und VANDEVOORT 1999). Diese Beobachtungen wurden kurze Zeit 
später ebenfalls bei Weißbüschelaffen dokumentiert (EINSPANIER et al. 1999). Erst 
in den letzten Jahren wurde damit begonnen, die direkt Rolle von Relaxin im 
Implantationsprozess genauer zu untersuchen. 
 
Abschließend kann gesagt werden, dass den hier vorgestellten Faktoren eine 
herausragende Bedeutung für die Remodulierung des uterinen Gewebes im Verlauf 
des weiblichen Zyklus und im Implantationsgeschehen zukommt. Detaillierte 
Informationen über die uterine Expression des Choriongonadotropins, der 
Steroidrezeptoren ERα, ERβ und PR, der Enzyme 17β-HSD und ARO sowie des 
Relaxinsystems in den einzelnen Stadien sind jedoch noch immer nur lückenhaft 
vorhanden. Aus diesem Grund sollen in dieser Arbeit die genannten Faktoren vor, 
während und nach der Implantation sowie im graviden Uterus genauer untersucht 
werden. 
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3 Material und Methoden 
3.1 Material 
3.1.1 Versuchstiere 
Im Rahmen dieser Arbeit wurden 27 weibliche Weißbüschelaffen (Callithrix jacchus) 
untersucht. Sie stammten alle aus der Versuchstiereinheit des Deutschen 
Primatenzentrums (DPZ) in Göttingen. Die Tiere hatten ein Alter von 3-6 Jahren, 
besaßen ein Gewicht von 380-470g und hatten mindestens eine erfolgreiche 
Gravidität gezeigt. Sie wurden jeweils in Paaren bei standardisierten Haltungs-
bedingungen gehalten (26°C Raumtemperatur, 60% Luftfeuchte, 12h Tag/Nacht-
Rhythmus). Die Ernährung bestand hauptsächlich aus verschiedenen Obst- und 
Gemüsesorten, welche durch Fertigpelletts (ssniff Marmoset 4mm V-Alleinfutter, 
ssniff Spezialdiäten GmbH, Soest, Deutschland) und abwechselnd Geflügelfleisch, 
Ei, Nudeln oder Mehlwürmern ergänzt wurde. Das Trinkwasser stand ad libitum zur 
Verfügung. 
 
Es wurden zwei große Versuchsgruppen gebildet. In Gruppe A wurden 11 weibliche 
Tiere mit kastrierten Männchen verpaart und in Gruppe B lebten 16 weibliche Tiere 
mit nachgewiesen fertilen Männchen zusammen. Weißbüschelaffen besitzen eine 
sehr hohe Reproduktionseffizienz. Dies zeigt sich indem 90% der Follikel, die zur 
Ovulation kommen auch zu lebenden Nachkommen führen (NUBBEMEYER et al. 
1997). Aufgrund dessen wurde die Gruppe mit fertilen Männchen als konzeptive 
Gruppe bezeichnet. Uteri der Gruppe B wurden nach der Entnahme histologisch auf 
das Vorhandensein einer Konzeption kontrolliert. Weibchen mit kastrierten 
Männchen wurden der nicht-konzeptiven Gruppe zugeordnet. Vor Beginn des 
Versuches wurden mindestens drei Zyklen bei allen Weibchen, wie folgend im 
Kapitel 3.2.1 beschrieben, kontrolliert und dokumentiert. Es wurden zu verschieden 
Zeitpunkten des Zyklus bei konzeptiven (A) und nicht-konzeptiven (B) Tieren Proben 
entnommen und untersucht (Kapitel 3.2.2). 
 
Die durchgeführten Versuche wurden unter der Tierversuchsnummer 
509.42502/08-03.99 von der Bezirksregierung Braunschweig genehmigt.  
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3.1.2 Geräte, Chemikalien, Verbrauchsmaterialien 
Verwendete Geräte, Chemikalien und Verbrauchsmaterialien werden direkt im Text 
der Methodenbeschreibung angegeben. Weiterführende Produktinformationen sind 
im Anhang zu finden. 
 
 
3.2 Methoden 
3.2.1 Zykluskontrolle der Tiere 
Der Reproduktionsstatus der einzelnen Tiere wurde durch die Untersuchung 
regelmäßiger Blutproben ermittelt. Für diesen Zweck wurden die Tiere trainiert in ihre 
Schlafboxen zu gehen, aus denen sie stressarm herausgefangen werden konnten. 
Den Tieren wurden 0,1ml Blut aus der Vena femoralis mittels eine heparinisierte 
1ml-Spritze (ERSTA; WDT, Garbsen, Deutschland) mit einer 26G Kanüle 
(NEOJECT, Dispomed, Gelnhausen, Deutschland) entnommen. Als Belohnung und 
um Eisenmangel vorzubeugen, bekamen die Tiere nach der Blutentnahme 0,5ml 
Eisensirup (Ferrum Hausmann Sirup, Astellas Pharma GmbH, München, 
Deutschland) oral verabreicht. Für die Plasmagewinnung wurde das heparinisierte 
Blut 20min bei 4000G und 4°C zentrifugiert. Im Anschluss konnten, mittels eines 
Enzymimmunoassays (HEISTERMANN et al. 1993; EINSPANIER et al. 1999), die 
Progesteronwerte der Tiere bestimmt werden.  
Für die Zykluskontrolle wurden im Abstand von 10 Tagen die Werte der Progesteron-
konzentrationen im Blutplasma ermittelt. Kennzeichnend für die Follikelphase sind 
Werte unter 10ng/ml (HEARN 1983). Zum Zeitpunkt der Ovulation, ca. am 10. 
Zyklustag, steigt der Plasmaprogesteronspiegel an und erreicht in der Lutealphase 
Werte über 100ng/ml. Durch die intramuskuläre Gabe von 0,8µg PGF2α (Estrumate, 
Essex Tierarznei, München, Deutschland) in die kaudale Oberschenkelmuskulatur 
am 10.-15. Tag der Lutealphase, kann eine Luteolyse induziert werden (SUMMERS 
et al. 1985).  
Vor Beginn der Probensammlung wurden auf diese Art bei allen Tieren drei 
aufeinander folgende Zyklen kontrolliert. Die Überwachung diente dazu, Graviditäten 
vor Versuchsbeginn zu verhindern und um eine genaue Definition der Zyklusphase 
zu erreichen. Der Tag der PGF2α Applikation wurde als Tag 0 im Zyklus gewertet.  
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3.2.2 Gewinnung der Organe 
Im Rahmen der Zuchtkontrolle der Weißbüschelaffenkolonie im Deutschen 
Primatenzentrum (DPZ) wurden die weiblichen Tiere ovariohysterektomiert. Es 
wurden Uteri aus verschiedenen Zyklusstadien (Sekretionsphase, Frühgravidität, 
Proliferationsphase) von Tieren der konzeptiven und nicht-konzeptiven Gruppe 
gewonnen (siehe Tabelle 3.1). Die untersuchten Tiere wurden, wie in Abschnitt 3.1.1 
beschrieben, in zwei Gruppen aufgeteilt. Diese Einteilung wurde gewählt, da die 
Implantation bei Weißbüschelaffen am 11.-12. Tag nach der Ovulation erfolgt 
(HEARN 1983). Mit dem Ziel der Evaluierung von Expressionsunterschieden der 
untersuchten Faktoren vor und nach der Implantation, wurde in dieser Arbeit die 
Zyklusphase bis zum 12. Tag FP als Implantationsphase und ab dem 13. Tag FP als 
Postimplantationsphase definiert. 
 
Tabelle 3.1 Anzahl der Proben von konzeptiven und nicht-konzeptiven Tieren in den untersuchten 
Stadien des Zyklus: Sekretionsphase, Frühgravidität, Proliferationsphase 
 
 Sekretionsphase 
 
Frühgravidität 
 
(29-40. Tag) 
Proliferations-
phase 
(7.-8. Tag) Implantations-
phase  
(8.-12. Tag) 
Postimplantations- 
phase 
(13.-16. Tag) 
Gruppe A 
(konzeptiv) 
n=7 n=5 n=2 n=2 
Gruppe B 
(nicht-
konzeptiv) 
n=5 n=3 - n=3 
 
 
Die Ovariohysterektomie wurde unter Vollnarkose durchgeführt. Zur 
Narkoseeinleitung wurde den Tieren 0,1ml „Göttinger Mischung II“ (GMII) 
(Ketamin+Xylazin+Atropin; Zusammensetzung siehe Anhang) intramuskulär 
appliziert. Die Narkoseerhaltung erfolgte unter einer Inhalationsnarkose mit einem 
Isofluran-Sauerstoffgemisch (Baxter, Unterschleißheim, Deutschland). 
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Die so gewonnenen Organe wurden in zwei Teile aufgeteilt, wobei ein Teil in 4%igen 
gepuffertem Formalin fixiert und später in Paraffin eingebettet wurde, und der zweite 
Teil sofort in flüssigen Stickstoff gegeben und bei -80°C bis zur weiteren 
Verarbeitung gelagert wurde. Das Organmaterial wurde nach der jeweiligen 
Aufarbeitung im Labor molekularbiologisch, histologisch und immunhistochemisch 
untersucht. 
 
 
3.2.3 Molekularbiologie 
Für die Analyse der Genexpression von Choriongonadotropin, der Steroidrezeptoren 
(ERα, ERβ, PR), Enzymen der Steroidbiosynthese (17β-HSD7, Aromatase) sowie 
Relaxin und dem Relaxinrezeptor wurde in der vorliegenden Arbeit die Methode der 
Real-Time PCR zur quantitativen Untersuchung der Expression eingesetzt. Es wurde 
aus den Uterusproben RNA isoliert und diese in einem weiteren Schritt, mittels 
Reverse Transkriptase in cDNA umgeschrieben. Die gewonnene cDNA wurde dann 
in der Real-Time PCR eingesetzt und analysiert. Bei jedem PCR Lauf wurden 
Positivkontrollen (Plazenta- und Gelbkörpergewebe) sowie Negativkontrollen 
(Lungen- und Muskelgewebe) mitgeführt. Um Kontaminationen, und folglich falsch 
positive Ergebnisse zu erkennen und auszuschließen, wurde ebenfalls immer parallel 
eine NTC (no template control) eingesetzt. 
 
 
3.2.3.1 RNA Präparation 
Die Isolierung der RNA aus dem Organmaterial erfolgte mit dem RNeasy-Mini-Kit 
(Qiagen, Hilden, Deutschland) nach dem Protokoll des Herstellers. Es wurden jeweils 
20mg der bei -80°C gelagerten Uterusproben unter Zugabe von RLT Lysepuffer mit 
einem Rotor-Stator homogenisiert (Ultra-Turrax, T25, Janke & Kunkel, Labortechnik, 
Germany) und anschließend 10min mit 5000rpm zentrifugiert (Zentrifuge Universal 
30 RF, Rettberg Laborgeräte, Göttingen, Deutschland), um nicht lysierte Zellreste 
abzutrennen. Der Überstand wurde in ein neues 15ml Röhrchen überführt, 70%iges 
EtOH zugegeben und sofort danach die Lösung durch Schütteln gemischt. Das Lysat 
wurde dann auf eine Mini-Säule aufgetragen, die eine Silica-Gel Membran enthält, 
welche RNA Fragmente bindet, und für 5min mit 5000rpm zentrifugiert. Der 
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Durchlauf wurde verworfen und die Säule in mehreren Schritten gewaschen. Als 
Erstes wurde mit RW1-Puffer gewaschen und dann zweimal mit RPE-Puffer gefällt. 
Nach jedem der drei Schritte wurde die Säule zentrifugiert (5min, 5000rpm) und der 
Durchlauf verworfen. Die an die Membran gebundene RNA der jeweiligen Probe 
wurde schließlich mit 150µl RNase/DNase-freiem Wasser eluiert, auf Eis gestellt und 
zum Schutz der RNA jeweils mit 4µl RNasin (Promega GmbH, Mannheim, 
Deutschland) versetzt. Die Qualität der isolierten RNA wurde mit Hilfe von 
Gelelektrophorese und Photometer (SmartSpec™3000 Spectrophotometer, BioRad, 
Hercules, USA) kontrolliert. 
 
 
3.2.3.2 cDNA Synthese 
Bei der cDNA Synthese wird die zuvor isolierte Gesamt-RNA mittels der Reverse 
Transkriptase in cDNA umgeschrieben. Im Folgenden wurde für die Erststrang-
synthese ein Kit von Invitrogen und für das Thermoprofil ein Thermocycler 
(Biometra®, Göttingen, Deutschland) verwendet. 
Zur Beseitigung von genomischer DNA aus der zuvor isolierten RNA wurde ein 
DNase Verdau mit dem RQ1 RNase-Free DNase Kit (Promega, Madison, USA) nach 
Angaben des Herstellers wie folgt durchgeführt. Es wurden 0,5µg total RNA, deren 
Konzentration zuvor mittels Photometers (SmartSpec™3000 Spectrophotometer, 
BioRad, Hercules, USA) bestimmt wurde, mit H2O auf 7,5µl aufgefüllt, 1µl RQ1 
Puffer, 1µl RQ1 DNase (Promega, Madison, USA) und 0,5µl RNasin (Promega, 
Madison, USA) zugegeben und für 30min bei 37°C inkubiert. Die Reaktion wurde 
durch Zusetzen von 1µl Stopp Puffer RQ1 (Promega, Madison, USA) und einer 
Inkubation von 10min bei 65°C und anschließend 1min auf Eis gestoppt. 
Nach dem Verdau wurde mit der eigentlichen cDNA Synthese nach den 
Empfehlungen des Herstellers (SuperScript III Kit, Invitrogen, Carlsbad, USA) 
begonnen. Es wurde jeweils 1µl oligo (dT)12-18 Primer (Hermann GbR, Freiburg, 
Deutschland) zugegeben und das Volumen des Ansatzes mit H2O auf 12µl aufgefüllt. 
Die Proben wurden nun für 5min bei 65°C inkubiert und anschließend auf Eis 
gestellt. Danach wurden pro Ansatz 4µl First-Strand-buffer(5x), 1µl 0,1m DTT und 1µ 
10mM dNTP Mix zugesetzt. Der Ansatz wurde für 2min bei 42°C inkubiert, gefolgt 
von jeweils der Zugabe von 1µl Superscript III (200U) und einer erneuten Inkubation 
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von 50min bei 42°C. Zum Schluss wurde die Reaktion durch eine Inkubation von 
15min bei 70°C inaktiviert. Die so synthetisierte cDNA konnte nun in die 
verschiedenen PCRs eingesetzt werden. 
 
 
3.2.3.3 PCR-Primer  
Die Sequenzen der verwendeten Primer sind in Tabelle 3.2 aufgeführt. Als 
housekeeping Gen für die Normalisierung der Ergebnisse wurde TBP (TATA-Box 
binding protein) gewählt. In Vorversuchen zeigte es, im Vergleich mit vier weiteren 
housekeeping Genen (GAPDH, 18S, Clathrin, EF2) mittels BestKeeper Software 
(PFAFFL et al. 2004), die stabilsten Werte für Uterusproben von Weißbüschelaffen.  
 
Tabelle 3.2 Sequenzen der verwendeten PCR Primer  
 
Transkript Forward primer Reverse primer  
CG- 
marmoset 
CCA TCT GTG CCG GCT ACT G GGT AAG GGC GGT AAG ATG GT 
ERα- 
marmoset 
TGG ATT TGA CCC TCC ATG AT GAT CTC CAC CAT GCC CTC TA 
ERβ- 
marmoset 
TGG AGT CTG GTC GTG TGA AG ACT TGG TCC AAC AGG CGT AG 
PR- 
marmoset 
GGT CTA CCC GCC CTA TCT CA GGC TTG GCT TTC ATT TGG AA 
17β-HSD7- 
marmoset 
GGA ACT GGA GCC TCT CCT CT TGG TCA ATG CTG TAC CTG GA 
ARO- 
marmoset 
ACA ACT CGG CCC CTC TTT AT AGG AGC TGC AAT CAG CAT TT 
RXFP1- 
human 
GCT TCC TCC TGA TTG CTT CA TCA GGT AAA CGG GTG AGG AC 
RLN- 
marmoset 
CGG GAA GGA CGA CGT TAT TA CTT CAG CTC CTG TGG CAA AT 
TBP- 
human 
GGC TGT TTA ACT TCG CTT CC CCT AGA GCA TCT CCA GCA CA 
GAPDH- 
human 
TTG TCA AGC TCA TTT CCT GG GTG AGG AGG GGA GAT TCA GT 
Clathrin- 
Human 
GGC CTC TAA GTA CCA CGA GC TCA GGA AGT TCT TCA CAC GC 
18S- 
human 
TGG TGG ATC CTG CCA GTA GCA ATG AGC CAT TCG CAG TTT CAC T 
EF2- 
marmoset 
GAC ATC ACC AAG GGT GTG CAG GCG GTC AGC ACA CTG GCA TA 
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3.2.3.4 Real-Time PCR 
Die Real-Time PCR bietet die Möglichkeit quantitative Aussagen über die einzelnen 
Proben zu ermitteln. Das Grundprinzip der Amplifizierung unterscheidet sich nicht 
wesentlich von der konventionellen Block PCR. Der wichtigste Unterschied besteht in 
dem Zeitpunkt der Detektion der Fluoreszenz, welcher hier nach jedem Zyklus 
gemessen wird. Der verwendete Fluoreszenzfarbstoff SYBR Green lagert sich an 
den DNA Doppelstrang, nicht aber an den Einzelstrang an, und kann nach der 
Bindung sofort detektiert werden. Wichtig bei der Verwendung dieses unspezifischen 
Farbstoffes ist die Spezifitätsprüfung über die Schmelzkurvenanalyse, da SYBR 
Green auch an Primerdimere und unspezifischen Produkten bindet. 
 
Jede Probe wurde in drei Läufen mittels Real-Time PCR (RotorGene 6000, Corbett 
Lifescience, Qiagen, Hilden, Germany) untersucht. Es wurde das 2xSensiMix™ dt Kit 
(Quantace Ltd, London, UK) nach den Empfehlungen des Herstellers verwendet. Für 
jede PCR Reaktion wurde 1µl template in 20µl Reaktionsvolumen eingesetzt. Der 
genaue Ansatz, sowie das Thermoprofil sind im Anhang detailliert aufgeführt. Nach 
Abschluss der PCR Zyklen wurde eine Schmelzkurvenanalyse durchgeführt, um die 
Spezifität der entstandenen Produkte zu überprüfen und das Vorhandensein von 
Primerdimeren auszuschließen. Daten die keine korrekte Schmelzkurve und 
Temperatur zeigten wurden für die weitere Analyse ausgeschlossen.  
 
 
3.2.4 Histologie 
 
3.2.4.1 Präparation der Organe für Histologie und Immunhistochemie 
Die Uteri wurden für ca. 12h in 4%igen gepuffertem Formalin fixiert, anschließend 
vollständig entwässert und in Paraffin eingebettet. Nach der Aushärtung des 
Paraffins wurden, mit Hilfe eines Mikrotoms (Typ HM 36 der Firma Microtom GmbH, 
Wallendorf, Deutschland), 5µm dicke Schnitte der Organe angefertigt und diese auf 
zuvor mit 0,01%igem Poly-L-Lysin (Sigma Diagnostics Inc., St. Louis, USA) 
beschichtete Objektträger (Carl Rothe GmbH+Co., Karlsruhe, Deutschland) 
aufgezogen. Die Präparate wurden zur Trocknung mehrere Stunden auf eine 
Wärmeplatte bei 30°C gelegt. Die so angefertigten Organschnitte konnten nun für die 
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weiterführenden histologischen und immunhistochemischen Untersuchungen genutzt 
werden. 
Eine Vorbehandlung der Präparate, im Sinne einer Entparaffinierung, erfolgte mittels 
2x15minütiger Behandlung mit Xylol (>98% Xylen für Histologie; Carl Rothe 
GmbH+Co., Karlsruhe, Deutschland) und einer sich anschließenden absteigenden 
Alkoholreihe. 
 
 
3.2.4.2 Übersichtsfärbung mit Hämalaun und Eosin 
Für die vergleichende Betrachtung der Morphologie der verschiedenen Uteri wurde 
eine Übersichtsfärbung mit Hämalaun und Eosin angefertigt. Dabei wird das 
Zytoplasma rot und die Zellkerne blau angefärbt (BURCK 1988).  
Die entparaffinierten Organschnitte wurden für 2min in eine Hämalaunlösung nach 
Mayer (Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland) getaucht und anschließend für 10min 
unter fließendem Leitungswasser gespült. In einem weiteren Schritt wurden die 
Präparate 3min in eine 0,5%ige Eosinlösung (Merck, KGaA Darmstadt, Deutschland) 
verbracht und danach mit Aqua bidest gespült. Zum Abschluss erfolgte die Fixierung 
mittels aufsteigender Ethanolreihe (30sek. 70%, 1min 90%, 2x5min 100%) und 
Xylolbehandlung (2x5min). Für das Eindecken wurde das Einschlussmittel DPX 
Mountant for histology (Fa. Fluka BioChemica, Buch, Schweiz) und ein Deck-
gläschen (Carl Rothe GmbH+Co., Karlsruhe, Deutschland) verwendet. Die Präparate 
konnten nun unter dem Mikroskop (Axioskop 2 mot plus, Zeiss, Jena, Deutschland) 
beurteilt werden. 
 
 
3.2.5 Immunhistochemie 
Im eingesetzten indirekten immunhistochemischen Verfahren wird die gesuchte 
Proteinstruktur mit einem spezifischen, unkonjugierten Primärantikörper markiert, an 
welchem anschließend ein weiterer spezifischer Sekundärantikörper bindet. Diese 
Sekundärantikörper sind mit Markerenzymen (z.B. Peroxidase) gekoppelt, wodurch 
nach Zugabe eines entsprechenden Substrates eine sichtbare Farbreaktion auftritt 
(NOLL und SCHAUB-KUHNEN 2000). Es wurden verschiedene Primärantikörper 
(siehe Tabelle 3.3) sowie Meerrettich-Peroxidase (horsradish-peroxidase/HRP) 
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konjugierte Sekundärantikörper (goat-anti-mouse/anti-rabbit-Antikörper; DAKO 
EnVision™ detection kit, Dako Cytomation, Hamburg, Deutschland) eingesetzt. Als 
chromogenes Substrat wurde das AEC (3-Amino-9-Ethylcarbazol)-Peroxidase-
Substrat-Kit (Vector Laboratories, Burlingame, Kanada) genutzt. Die Substratlösung 
wurde nach Herstellerangaben eingesetzt (siehe Anhang). Als Waschpuffer wurde 
PBS-Puffer verwendet (phosphat buffered saline, PBS; Biochrom KG, Berlin, 
Deutschland).  
 
 
3.2.5.1 Vorbehandlung 
Für die Darstellung der kernständigen Steroidrezeptoren (ERα, ERß, PR) war eine 
Vorbehandlung der Organschnitte vor der eigentlichen immunhistochemischen 
Färbungen notwendig (EINSPANIER et al. 1997). Das Ziel dieser Vorbehandlung ist 
eine bessere Identifizierung der darzustellenden Substanzen (NOLL und SCHAUB-
KUHNEN 2000).  
Nach der Entparaffinierung, wie zuvor beschrieben in Kapitel 3.2.4.2, und einem 
Waschvorgang mit Aqua bidest (5min) sowie PBS-Puffer (2x5min) erfolgte eine 
Antigendemaskierung, indem die Präparate für 10min in einem Citratpuffer (pH 6,0) 
bei 120°C im Wärmeschrank (Heraeus, Hanau, Deutschland) inkubiert wurden. Nach 
30minütigen Abkühlen bei Raumtemperatur, wurden die Schnitte erneut mit Aqua 
bidest (5min) und PBS-Puffer (2x5min) gewaschen. Der sich anschließende 
proteolytische Schritt der Vorbehandlung wurde in einer 0,0125%igen Trypsinlösung 
(Gibco BRL Life Technology, Paisley, UK), welcher kurz vor Gebrauch 0,03g CaCl2 
(Sigma-Aldricht, St. Louis, USA) zugesetzt wurde, durchgeführt. Die Präparate 
wurden in der Trypsinlösung für 10min bei 37°C im Wärmeschrank inkubiert und 
anschließenden einem weiteren Waschvorgang unterzogen. Nach dieser 
Vorbehandlung erfolgte der eigentliche Färbevorgang, welcher für alle weiteren 
immunhistochemischen Färbungen identisch verlief. 
 
 
3.2.5.2 Immunhistochemische Färbungen 
Die Präparate wurden für 20min bei Raumtemperatur in einer 3%igen H2O2 Lösung 
(Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutschland) in einer Feuchtkammer 
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inkubiert. Anschließend wurden sie 2x5min in PBS-Puffer gespült und für 30min mit 
humanem Normalserum, in eine 1:100 Verdünnung mit aqua bidest, verbracht. Der 
Vorteil des Einsatzes von Normalserum liegt in der Hemmung unspezifischer 
Färbungen (Hintergrundfärbung), indem es elektrostatische Ladungen von Proteinen 
absättigt. Im nächsten Schritt wurde der jeweilige Primärantikörper (siehe Tabelle 3.3 
sowie Anhang) sowie IgG als Negativkontrolle zugegeben und die Präparate über 
Nacht bei 4°C in einer Feuchtkammer im Kühlschrank belassen. Am folgenden Tag 
wurden die Schnitte 2x5min in PBS-Puffer gespült, bevor der HRP-konjugierte 
Sekundärantikörper (Dako Cytomation, Hamburg, Deutschland) für 40min auf die 
Präparate gegeben wurde. Es folgte ein weiterer Waschschritt mit PBS-Puffer 
(2x5min) und die Zugabe des chromogenen Substrates AEC (Vector Laboratories, 
Burlingame, Kanada) für 20min, welches bei einem positiven Nachweis zu einer 
roten Färbung führte. 
Die Enzym-Substrat-Reaktion wurde gestoppt, indem die Präparate für 5min in 
Leitungswasser gelegt, und zum Schluss noch einmal mit Aqua bidest abgespült 
wurden. Bei Färbungen ohne Vorbehandlung (17β-HSD7, ARO, RXFP1, RLN, CG) 
wurden zusätzlich die Zellkerne gegengefärbt, indem die Schnitte für 25sek in eine 
Hämalaunlösung nach Mayer getaucht und anschließend unter leicht fließendem 
Wasser gebläut wurden. Nach einem letztmaligen Abspülen mit aqua bidest wurden 
die Schnitte mit einem Deckgläschen und dem Eindeckmedium Immo-Mount 
(Shandon, Pittsburg, USA) eingedeckt und nach etwa zwei Stunden Trocknungszeit 
mit Neo-Mount (Merck, Darmstadt, Deutschland) abgedichtet. Anschließend war die 
Beurteilung unter einem Lichtmikroskop (Axioskop 2 mot plus, Zeiss, Jena, 
Deutschland) möglich. 
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Tabelle 3.3 verwendete Antikörper für die immunhistochemischen Untersuchungen 
 
Antikörper Verdünnung Art 
CG 1:10 
polyclonal  
rabbit-anti-marmoset  
ERα 1:100 
monoclonal  
mouse-anti-human 
ERß 1:50 
monoclonal  
mouse-anti-human 
PR 1:50 
monoclonal  
mouse-anti-human 
17β-HSD7 1:1200 
polyclonal  
rabbit-anti-marmoset 
ARO 1:25 
polyclonal  
rabbit-anti-marmoset 
RLN 1:10000 
polyclonal  
rabbit-anti-marmoset 
RXFP1 1:1000 
polyclonal  
rabbit-anti-marmoset 
 
 
3.3 Auswertung 
Für die statistische Auswertung der Bluthormonwerte, von Progesteron und Östradiol 
in der Lutealphase, wurden aus den ermittelten Werten der einzelnen Tiere 
Mittelwerte für die untersuchten Gruppen gebildet (Implantationsphase konzeptiv/ 
nicht-konzeptiv, Postimplantationsphase konzeptiv/ nicht-konzeptiv). Neben diesen 
Werten wurde jeweils die Standardabweichung angegeben (x ± S.D.). Die 
statistische Analyse wurde mit Hilfe des Programms Microsoft Excel 2003 
durchgeführt. Die Berechnung erfolgte mit dem t-Test für gepaarte Stichproben. Als 
statistisch signifikant wurden Ergebnisse von p < 0,05 gewertet. 
Die Auswertung der histologischen und immunhistochemischen Präparate wurde am 
Lichtmikroskop Axioskop 2 mot plus (Zeiss, Jena, Deutschland) durchgeführt. Es 
wurden mehrere digitale Aufnahmen der einzelnen Präparate dokumentiert 
(AxioCam MRC, Zeiss, Jena und Software Axiovision 4, Zeiss, Jena) und durch zwei 
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unabhängige Personen befundet. Für die Evaluierung der Färbungen wurde 
folgendes Schema benutzt (BRUMMER et al. 2002): (-) = keine positive Reaktion; 
(+/-) = nur vereinzelt auftretende positive Zellen, <10%; (+) = wenig positive Zellen, 
10-40%; (++) = mehrere positiv gefärbte Zellen, 40-70%; (+++) = viele Zellen mit 
positiver Reaktion, >70%. Als positiv wurden Zellen bewertet, welche eindeutig eine 
rotbraune Färbung im Kern oder Zytoplasma aufwiesen. 
Die Analyse der ermittelten Daten der Gen-Expressionen der untersuchten Faktoren 
erfolgte mittels der Gerätesoftware des RotorGenes 6000 (Corbett Lifescience, 
Qiagen, Hilden, Germany). Eine Normalisierung der gemessenen Werte wurde über 
das TBP housekeeping Gen erreicht. Die Auswertung der Real-Time PCR Daten 
wurde mit Hilfe der LinRegPCR Software, Version 11 (RUIJTER et al. 2009) 
vorgenommen und die statistische Berechnungen wurden mit der PASW Statistics 
18.0 Software (SPSS Inc., Chicago, IL, USA) durchgeführt. Die Daten wurden 
aufgrund ihrer nicht vorhandenen Normalverteilung mit dem Mann-Whitney U-Test 
analysiert. Als statistisch signifikant wurden Ergebnissen von p < 0,05 gewertet. Für 
die weitere Verarbeitung, der durch die PASW Statistics 18.0 Software generierten 
Grafiken, wurden die Bildbearbeitungsprogramme Inkscape 0.48.2 und GIMP 2.8.2 
genutzt. 
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4 Ergebnisse 
4.1 Hormonwerte im Blut 
Die Östradiolkonzentrationen vor und nach der Implantation zeigten, im Vergleich der 
zwei Versuchsgruppen von konzeptiven und nicht-konzeptiven Tieren, keine 
signifikanten Unterschiede auf. Im Gegensatz dazu wurden signifikant erhöhte 
Progesteron- und Relaxinwerte in der Postimplantationsphase bei konzeptiven 
Tieren im Vergleich zu nicht-konzeptiven Tieren deutlich. Die ermittelten Werte sind 
in Tabelle 4.1 dargestellt. 
 
Tabelle 4.1 periphere Hormonwerte von Östradiol, Progesteron und Relaxin in der Implantationsphase 
(8.-12. Tag) oder Postimplantationsphase (13.-16. Tag) bei konzeptiven und nicht-konzeptiven Tieren; 
* p<0,05 
 
Gruppe Östradiol (pg/ml) Progesteron (ng/ml) Relaxin (ng/ml) 
8.-12. Tag 
nicht-konzeptiv 
312±49 439±109 0.32±0.10 
8.-12. Tag  
konzeptiv 
336±41 507±148 0.44±0.12 
13.-16. Tag  
nicht-konzeptiv 
407±68 687±399 0.51±0.08 
13.-16. Tag  
konzeptiv 
458±84 1128±337 * 0.93±0.15 * 
 
 
 
4.2 Molekularbiologische Untersuchungen 
Im folgenden Abschnitt sind die Ergebnisse der molekularbiologischen Unter-
suchungen dargestellt. Die Proben wurden mittels Real-Time PCR auf die 
Expression des Choriongonadotropin, die Steroidrezeptoren (ERα, ERß, PR), 
Enzyme der Steroidbiosynthese (17β-HSD7, ARO) sowie Relaxin (RLN) und dessen 
korrespondierenden Relaxinrezeptor (RXFP1) untersucht. 
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4.2.1 Choriongonadotropin 
Eine mRNA Expression von Choriongonadotropin konnte in allen untersuchten 
Proben nachgewiesen werden, wobei deutliche Unterschiede in der Expressions-
stärke zwischen den einzelnen Gruppen auftraten. In der Sekretionsphase zeigte 
sich ein signifikant stärkeres Vorkommen von CG (p=0,003) bei konzeptiven Tieren 
im Vergleich zu nicht-konzeptiven Tieren. Bei detaillierter Betrachtung der 
Sekretionsphase war der stärkste Expressionsunterschied in der Implantationsphase 
zu erkennen (p=0,028), welcher in der Postimplantationsphase nicht mehr so deutlich 
auftrat, jedoch weiterhin eine Tendenz (p=0,053) zur erhöhten CG Expression 
aufwies (Abbildung 4.1). Im Verlauf der Sekretionsphase (8.-12. Tag zum 13.-16. 
Tag) wurden keine statistisch signifikanten Unterschiede der mRNA Expression, 
weder in der konzeptiven (p=0,202) noch in der nicht-konzeptiven (p=0,250) Gruppe 
nachgewiesen. 
 
 
 
Abbildung 4.1 mRNA Expression von CG, Vergleich von konzeptiven (n=12) und nicht-konzeptiven 
(n=8) Tieren in der Sekretionsphase während der Implantationsphase (8.-12.Tag) und der 
Postimplantationsphase (13.-16.Tag); o=Ausreißer; * p<0,05 
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In der Proliferationsphase war eine starke mRNA Expression bei allen untersuchten 
Tieren festzustellen. Im Vergleich mit der Expression in der Sekretionsphase wurde 
bei nicht-konzeptiven Tieren eine signifikant stärkere CG Expression (p=0,007) in der 
Proliferationsphase erkennbar. Bei konzeptiven Tieren, welche bereits eine deutliche 
Expression in der Sekretionsphase aufwiesen, konnte kein Unterschied zwischen 
Sekretions- und Proliferationsphase (p=0,171) ermittelt werden (Abbildung 4.2). 
Der Vergleich der mRNA Expression in der Frühgravidität mit der Expression in der 
Sekretionsphase zeigte weder bei konzeptiven (p=0,285) noch bei nicht-konzeptiven 
Tieren (p=0,245) signifikante Expressionsunterschiede. 
 
 
 
Abbildung 4.2 mRNA Expression von CG, Vergleich der Proliferationsphase (7.-8.Tag) (n=5) mit der 
konzeptiven (n=12) und nicht-konzeptiven (n=8) Sekretionsphase (8.-16.Tag); o=Ausreißer, 
◊=Extremwert; * p<0,05    
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4.2.2 Steroidrezeptoren 
 
4.2.2.1 Östradiolrezeptor-α 
In allen untersuchten Zyklusstadien beider Gruppen konnte eine deutliche mRNA 
Expression von ERα nachgewiesen werden. Die mRNA Expression von ERα in der 
Sekretionsphase wurde vergleichend bei konzeptiven und nicht-konzeptiven Tieren 
untersucht, wobei festzustellen war, dass die konzeptive Gruppe eine signifikant 
stärkere Expression des Rezeptors (p=0,018) aufwies. Bei genauerer Betrachtung 
der Zyklusphasen wurde eine signifikant höhere Expression (p=0,023) bei 
konzeptiven Tieren in der Implantationsphase deutlich. In der Postimplantations-
phase hingegen zeigte sich kein signifikanter Unterschied (p=0,456) zwischen den 
zwei Gruppen (Abbildung 4.3). Innerhalb der nicht-konzeptiven Gruppe stieg die 
Expression im Verlauf der Sekretionsphase an (p=0,057), jedoch ohne statistische 
Signifikanz. Bei konzeptiven Tieren konnte hingegen eine gleichbleibend hohe 
Expression während der gesamten Sekretionsphase festgestellt werden (p=1,000). 
 
 
 
Abbildung 4.3 mRNA Expression von ERα, Vergleich von konzeptiven (n=12) und nicht-konzeptiven 
(n=7) Tieren in der Sekretionsphase während der Implantationsphase (8.-12.Tag) und der 
Postimplantationsphase (13.-16.Tag); * p<0,05 
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Der Vergleich der ERα Expression in der Sekretionsphase mit der Proliferations-
phase zeigte eine signifikant geringere Expression (p=0,048) des Rezeptors bei 
nicht-konzeptiven Tieren. Insbesondere während der Implantationsphase wurde ein 
signifikanter Expressionsunterschied deutlich (p=0,032), welcher in der Post-
implantationsphase nicht mehr zu erkennen war (p=0,392). Im Gegensatz dazu 
wurde bei konzeptiven Tieren in der Sekretionsphase kein signifikanter Unterschied 
(p=0,598) zu Tieren in der Proliferationsphase festgestellt (Abbildung 4.4).  
In der Frühgravidität wurde nur eine verhältnismäßig geringe mRNA Expression von 
ERα deutlich. So konnte eine signifikant geringere Expression (p=0,022) des 
Rezeptors bei frühgraviden Tieren im Vergleich zu konzeptiven Tieren während der 
Sekretionsphase (8.-16. Tag) nachgewiesen werden. Auch im Vergleich zu nicht-
konzeptiven Tieren in der Sekretionsphase zeigte sich in der Frühgravidität eine 
verringerte, jedoch nicht signifikante Rezeptorexpression (p=0,056). 
 
 
 
Abbildung 4.4 mRNA Expression von ERα, Vergleich der Proliferationsphase (7.-8.Tag) (n=5) mit der 
konzeptiven (n=12) und nicht-konzeptiven (n=7) Sekretionsphase (8.-16.Tag); o=Ausreißer; * p<0,05 
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4.2.2.2 Östradiolrezeptor-β 
Eine mRNA Expression von ERß konnte nicht in allen Proben und Zyklusstadien 
nachgewiesen werden. Zudem wurde bei positiven Nachweisen eine sehr geringe 
Expressionsstärke festgestellt, welche deutlich unter denen der anderen 
untersuchten Steroidrezeptoren (ERα und PR) lag. Die vorhandene Expression des 
Rezeptors zeigte während der Sekretionsphase keinen statistisch signifikanten 
Unterschied zwischen konzeptiven und nicht-konzeptiven Tieren (p=0,204). Sowohl 
in der Implantationsphase wie auch Postimplantationsphase wurden keine statistisch 
signifikanten Unterschiede festgestellt (p=0,909 und p=0,057). Dabei ist zu beachten, 
dass in der Postimplantationsphase bei nicht-konzeptiven Tieren keine mRNA 
Expression von ERß nachgewiesen werden konnte (Abbildung 4.5). 
 
 
 
Abbildung 4.5 mRNA Expression von ERß, Vergleich von konzeptiven (n=12) und nicht-konzeptiven 
Tieren (n=6) in der Sekretionsphase während der Implantationsphase (8.-12.Tag) und der 
Postimplantationsphase (13.-16.Tag); o=Ausreißer; * p<0,05 
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Während der Sekretionsphase ist bei konzeptiven Tieren kein Expressions-
unterschied im Verlauf von Implantations- zu Postimplantationsphase zu erkennen 
(p=0,808). Bei nicht-konzeptiven Tieren hingegen konnte keine Expression in der 
Postimplantationsphase nachgewiesen werden. Somit zeigte sich eine signifikant 
geringere Expression gegenüber der Implantationsphase (p=0,028). 
Der Vergleich von Proliferationsphase mit konzeptiver und nicht-konzeptiver 
Sekretionsphase erbrachte keinen statistisch relevanten Expressionsunterschied des 
Rezeptors (Abbildung 4.6). Die Signifikanz betrug bei konzeptiven Tieren p=0,467 und 
bei nicht-konzeptiven Tieren p=0,131. 
Ebenso zeigten frühgravide Tiere keine veränderte Expression gegenüber 
konzeptiven (p=0,584) oder nicht-konzeptiven Tieren (p=0,306) in der Sekretions-
phase. 
 
 
 
Abbildung 4.6 mRNA Expression von ERß, Vergleich der Proliferationsphase (7.-8.Tag) (n=5) mit der 
konzeptiven (n=12) und nicht-konzeptiven (n=6) Sekretionsphase (8.-16.Tag); * p<0,05 
 
 
 
ERGEBNISSE 
 
 
 
 46 
4.2.2.3 Progesteronrezeptor 
Es konnten in allen untersuchten Proben eine mRNA Expression von PR 
nachgewiesen werden. In den verschiedenen Zyklusphasen waren unterschiedliche 
Expressionsstärken feststellbar. So zeigte sich im Vergleich von konzeptiven und 
nicht-konzeptiven Tieren in der Sekretionsphase eine hoch signifikant stärkere 
mRNA Expression (p=0,003) bei den konzeptiven Tieren. Eine detaillierte 
Betrachtung der konzeptiven Gruppe verdeutlichte eine signifikant höhere 
Expression während der Implantationsphase (p=0,012), wobei Tiere am 8.-9. Tag 
eine signifikant stärkere Expression (p=0,034) gegenüber Tieren am 11.-12. Tag 
zeigten. In der Postimplantationsphase wurde kein statistischer Unterschied 
(p=0,180) zwischen den untersuchten Gruppen festgestellt (Abbildung 4.7). Innerhalb 
der konzeptiven bzw. nicht-konzeptiven Gruppe zeigten sich keine 
Expressionsunterschiede im Übergang von Implantations- zu Postimplantations-
phase (p=0,167 und p=0,655). 
 
 
 
Abbildung 4.7 mRNA Expression von PR, Vergleich von konzeptiven (n=12) und nicht-konzeptiven 
(n=8) Tieren in der Sekretionsphase während der Implantationsphase (8.-12.Tag) und der 
Postimplantationsphase (13.-16.Tag); o=Ausreißer; * p<0,05 
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In der Proliferationsphase war die Expression von PR signifikant stärker (p=0,008) 
als in der Sekretionsphase von nicht-konzeptiven Zyklen. Insbesondere in der 
Implantationsphase wurde ein starker Unterschied sichtbar (p=0,016), welcher in der 
Postimplantationsphase nicht mehr so deutlich vorhanden war (p=0,053). Konzeptive 
Tiere wiesen hingegen keinen Expressionsunterschied (p=0,461) zwischen 
Proliferations- und Sekretionsphase auf (Abbildung 4.8). Das Signifikanzniveau betrug 
in der Implantationsphase p=0,935 und in der Postimplantationsphase p=0,117. 
Die Expression von PR sank bei frühgraviden Tieren, im Vergleich zu konzeptiven 
Tieren in der Sekretionsphase, signifikant ab (p=0,028). Nicht-konzeptive Tiere in der 
Sekretionsphase wiesen eine etwas geringe Expression als frühgravide Tier auf, 
welche jedoch keine statistische Signifikanz (p=0,068) erreichte. 
 
 
 
Abbildung 4.8 mRNA Expression von PR, Vergleich der Proliferationsphase (7.-8.Tag) (n=5) mit der 
konzeptiven (n=12) und nicht-konzeptiven (n=8) Sekretionsphase (8.-16.Tag); o=Ausreißer, 
◊=Extremwert; * p<0,05 
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4.2.3 Enzyme der Steroidbiosynthese 
 
4.2.3.1 17β-Hydroxysteroid-Dehydrogenase Typ 7 
Der mRNA Nachweis von 17β-HSD7 war in allen untersuchten Proben deutlich 
positiv und zeigte dabei starke Expressionsunterschiede in den untersuchten 
Zyklusstadien. Der Vergleich der Expression des Enzyms bei konzeptiven und nicht-
konzeptiven Tieren in der Sekretionsphase lässt einen hoch signifikanten 
Unterschied zwischen den beiden Gruppen (p<0,001) erkennen. Die nachgewiesene 
mRNA Expression von 17β-HSD7 bei den konzeptiven Tieren war, sowohl während 
(p=0,004) als auch nach (p=0,025) der Implantation, signifikant stärker als bei der 
konzeptiven Gruppe (Abbildung 4.9). Innerhalb der konzeptiven sowie der nicht-
konzeptiven Gruppe wurde im Verlauf der Sekretionsphase (Implantationsphase 
versus Postimplantationsphase) kein Expressionsunterschied nachgewiesen 
(p=0,223 und p=0,655). 
 
 
 
Abbildung 4.9 mRNA Expression von 17β-HSD7, Vergleich von konzeptiven (n=12) und nicht-
konzeptiven (n=8) Tieren in der Sekretionsphase während der Implantationsphase (8.-12.Tag) und der 
Postimplantationsphase (13.-16.Tag); * p<0,05 
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In der Proliferationsphase kam es im Vergleich zur nicht-konzeptiven Sekretions-
phase zu einem signifikanten Anstieg der Enzymexpression (p=0,019). Der Vergleich 
von Proliferationsphase und konzeptiver Sekretionsphase zeigte hingegen ein 
signifikant höhere Expression (p=0,020) in der Sekretionsphase von konzeptiven 
Tieren (Abbildung 4.10). 
Die Expression von 17β-HSD7 bei frühgraviden Tieren war ebenfalls verstärkt und 
unterschied sich nicht signifikant von konzeptiven Tieren während des Implantations-
vorgangs (p=0,085). Nicht-konzeptive Tiere hingegen zeigten eine signifikant 
geringere Expression gegenüber den frühgraviden Tieren (p=0,037). 
 
 
 
Abbildung 4.10 mRNA Expression von 17β-HSD7, Vergleich der Proliferationsphase (7.-8.Tag) (n=5)  
mit der konzeptiven (n=12) und nicht-konzeptiven (n=8) Sekretionsphase (8.-16.Tag); o=Ausreißer;     
* p<0,05 
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4.2.3.2 Aromatase 
Der Nachweis der mRNA Expression von Aromatase gestaltete sich schwierig. So 
konnten einerseits nicht von allen Proben ein positiver Nachweis erbracht werden 
und andererseits zeigten sich starke individuelle Schwankungen auch innerhalb der 
definierten Zyklusgruppen. Beim Vergleich der Werte der gesamten untersuchten 
Zeitspanne der Sekretionsphase kam es zu keinem signifikanten Unterschied 
zwischen konzeptiven und nicht-konzeptiven Tieren (p=0,248). Bei genauerer 
Untersuchung des Implantationszeitraumes konnte jedoch kurzfristig während der 
Implantation eine Tendenz der erhöhten Expression des Enzyms bei konzeptiven 
Tieren nachgewiesen werden (p=0,056). In der Postimplantationsphase hingegen 
wurde kein statistisch abgesicherter Expressionsunterschied (p=0,513) festgestellt 
(Abbildung 4.11). 
 
 
 
Abbildung 4.11 mRNA Expression von ARO, Vergleich von konzeptiven (n=8) und nicht-konzeptiven 
(n=8) Tieren in der Sekretionsphase während der Implantationsphase (8.-12.Tag) und der 
Postimplantationsphase (13.-16.Tag); ◊=Extremwert; * p<0,05 
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Bei der Untersuchung der Expressionsunterschiede zwischen der Implantations- und 
Postimplantationsphase innerhalb der Sekretionsphase wurde in der konzeptiven 
Gruppe kein Unterschied in der mRNA Expression festgestellt (p=1,000). Die nicht-
konzeptive Gruppe hingegen zeigte eine stärkere Expression in der Post-
implantationsphase, welche jedoch nicht statistisch signifikant war (p=0,071). 
Die Untersuchung der Expression von Aromatase ergab in der Proliferationsphase 
bei konzeptiven und nicht-konzeptiven Tieren keinen statistisch relevanten 
Unterschied (p=0,435 und p=0,222) zur Sekretionsphase (Abbildung 4.12). Gleiches 
konnte auch für die Expression in der Frühgravidität festgestellt werden. Der 
Expressionsunterschied betrug für die konzeptive Gruppe der Sekretionsphase 
p=0,327 und für Tiere der nicht-konzeptiven Gruppe p=0,178. 
 
 
  
Abbildung 4.12 mRNA Expression von ARO, Vergleich der Proliferationsphase (7.-8.Tag) (n=5) mit 
der konzeptiven (n=8) und nicht-konzeptiven (n=8) Sekretionsphase (8.-16.Tag); o=Ausreißer, 
◊=Extremwert; * p<0,05 
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4.2.4 Relaxin und Relaxinrezeptor 
In allen untersuchten Proben konnte eine mRNA Expression von Relaxin und dem 
dazugehörigen Relaxinrezeptor nachgewiesen werden. Es wurden unterschiedliche 
Expressionsmuster von RLN und dem RXFP1 in den untersuchten Zyklusphasen 
festgestellt. Insbesondere zeigten sich bei der Expression von RXFP1 deutliche 
Unterschiede im Verlauf des Zyklusgeschehens.  
Die mRNA Expression von Relaxin wies in der Sekretionsphase keinen signifikanten 
Unterschied zwischen konzeptiven und nicht-konzeptiven Tieren auf (p=0,521). Auch 
in der Implantations- und Postimplantationsphase waren keine signifikanten 
Unterschiede (p=0,343 und p=0,071) zwischen den Gruppen nachweisbar 
(Abbildung 4.13). 
 
 
 
Abbildung 4.13 mRNA Expression von RLN, Vergleich von konzeptiven (n=12) und nicht-konzeptiven 
(n=8) Tieren in der Sekretionsphase während der Implantationsphase (8.-12.Tag) und der 
Postimplantationsphase (13.-16.Tag); o=Ausreißer, ◊=Extremwert; * p<0,05 
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Im Unterschied dazu konnten deutliche Expressionsunterschiede für den Relaxin-
rezeptor RXFP1 in den untersuchten Zyklusphasen festgestellt werden. So war die 
Expression von RXFP1 bei konzeptiven Tieren in der Sekretionsphase hoch 
signifikant aufreguliert (p<0,001). Dabei zeigte sich während des Implantations-
vorgangs ein signifikant höheres Vorkommen von mRNA des Rezeptors bei 
konzeptiven Tieren (p=0,003). Nur kurze Zeit später, in der Postimplantationsphase, 
war kein statistisch abgesicherter signifikanter Unterschied mehr nachweisbar. 
Jedoch konnte noch immer eine Tendenz zur erhöhten Expression (p=0,071) 
festgestellt werden (Abbildung 4.14). 
 
 
 
Abbildung 4.14 mRNA Expression von RXFP1, Vergleich von konzeptiven (n=12) und nicht-
konzeptiven (n=8) Tieren in der Sekretionsphase während der Implantationsphase (8.-12.Tag) und der 
Postimplantationsphase (13.-16.Tag); o=Ausreißer; * p<0,05 
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Sowohl im konzeptiven wie auch im nicht-konzeptiven Zyklus zeigten sich keine 
statistisch signifikanten Expressionsunterschiede von Relaxin (p=0,149 und p=0,143) 
im Verlauf von Implantations- zur Postimplantationsphase. Für den Relaxinrezeptor 
konnte ebenfalls keine Veränderung der mRNA Expression von Tieren aus der 
konzeptiven und nicht-konzeptiven Gruppe im Verlauf der Sekretionsphase 
festgestellt werden. Der Expressionsunterschied von Implantationsphase zur 
Postimplantationsphase betrug für die konzeptive Gruppe p=0,149 und für die nicht-
konzeptive Gruppe p=0,789. 
Die Expression von Relaxin in der Proliferationsphase zeigte bei konzeptiven und 
nicht-konzeptiven Tieren keinen Unterschied (p=0,328 und p=0,435) zu der 
Expression in der Sekretionsphase (Abbildung 4.15). Ebenso konnte kein Expressions-
unterschied zwischen konzeptiven und nicht-konzeptiven Tieren in der 
Sekretionsphase und Frühgravidität festgestellt werden (p=0,132 und p=0,267). 
 
 
 
Abbildung 4.15 mRNA Expression von RLN, Vergleich der Proliferationsphase (7.-8.Tag) (n=5) mit der 
konzeptiven (n=12) und nicht-konzeptiven (n=8) Sekretionsphase (8.-16.Tag); o=Ausreißer, 
◊=Extremwert; * p<0,05 
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Die Expression des Relaxinrezeptors war in der Proliferationsphase niedrig und 
unterschied sich nicht signifikant von nicht-konzeptiven Tieren in der Sekretions-
phase (p=0,833). Im Gegensatz dazu exprimierten konzeptive Tiere in der 
Sekretionsphase den Relaxinrezeptor signifikant stärker (p<0,001) als Tiere in der 
Proliferationsphase (Abbildung 4.16). 
Das erhöhte Expressionsniveau der konzeptiven Tiere blieb auch in der 
Frühgravidität bestehen (p=0,352), so dass kein Unterschied zur Sekretionsphase 
auftrat. Nicht-konzeptive Tiere in der Sekretionsphase zeigten hingegen eine 
signifikant geringere Expression des Rezeptors im Vergleich zu frühgraviden Tieren 
(p=0,044).  
 
 
 
Abbildung 4.16 mRNA Expression von RXFP1, Vergleich der Proliferationsphase (7.-8.Tag) (n=5) mit 
der konzeptiven (n=12) und nicht-konzeptiven (n=8) Sekretionsphase (8.-16.Tag); * p<0,05 
 
 
 
 
 
 
 
ERGEBNISSE 
 
 
 
 56 
4.3 Immunhistochemische Untersuchungen 
Zur Ergänzung der molekularbiologischen Untersuchungen wurden die Proben von 
konzeptiven und nicht-konzeptiven Weißbüschelaffen während und nach der 
Implantationsphase zusätzlich histologisch und immunhistochemisch untersucht. Die 
Expressionsmuster der untersuchten Faktoren wurden auf Gen- und Proteinebene 
miteinander verglichen. Die Ergebnisse der immunhistochemischen Untersuchungen 
auf die Expression von CG, ERα, ERß, PR, 17β-HSD7, ARO sowie RLN und RXFP1 
sind im folgenden Abschnitt dargestellt. 
 
 
4.3.1 Choriongonadotropin 
Positive Signale für das Choriongonadotropin sind als rotbraune Färbungen im 
Zytoplasma zu erwarten. Die Zellkerne erscheinen blau angefärbt, aufgrund einer 
Kerngegenfärbung mit Hämalaun. 
In der Implantationsphase konnten bei nicht-konzeptive Tieren nur sehr vereinzelt 
positiven Färbungen (+/-) im Oberflächenepithel festgestellt werden. Im Stroma und 
Drüsenepithel waren keine positiven Signale (-) sichtbar. In den Präparaten der 
konzeptiven Gruppe war hingegen im Oberflächenepithel eine mittlere Expression 
(++) des CG-Proteins nachweisbar. Stroma und Drüsenepithel dieser Gruppe zeigten 
ebenfalls keine (-) positive Färbung (Abbildung 4.17 A, B). 
In der Postimplantationsphase wiesen nicht-konzeptive Tiere, sowohl im 
Oberflächenepithel wie auch im Stroma und Drüsenepithel, keine CG positiven 
Färbungen auf (-). Bei konzeptiven Tieren war im Oberflächenepithel eine geringe 
Expression (+) und im Drüsenepithel eine mittlere Expression (++) vorhanden. Im 
Stroma konnte keine Expression (-) nachgewiesen werden (Abbildung 4.17 C, D). 
Weiterhin wurde bei konzeptiven Tieren in dieser Zyklusphase vereinzelt im Endothel 
der Blutgefäße eine CG Expression festgestellt. 
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Abbildung 4.17 Immunhistochemischer Nachweis von CG im Uterus in der Sekretionsphase (SP);  
[A]: 8.-12.Tag SP nicht-konzeptiv, [B]: 8.-12.Tag SP konzeptiv, [C]: 13.-16.Tag SP nicht-konzeptiv, 
[D]: 13.-16.Tag SP konzeptiv 
 
 
4.3.2 Steroidhormonrezeptoren 
Die untersuchten Steroidhormonrezeptoren ERα, ERß und PR sind kernständige 
Rezeptoren. Positive Signale stellen sich als rot bis rotbraune Färbungen der 
Zellkerne dar. 
 
4.3.2.1 Östradiolrezeptor-α 
In der Implantationsphase war bei nicht-konzeptiven Tieren eine mittelgradig (++) 
nukleäre Färbung im Stroma und im Drüsenepithel vorhanden. Im Gegensatz dazu 
war im Oberflächenepithel kein positives Signal (-) feststellbar. Bei konzeptiven 
Tieren wurde eine deutlich positive Färbung (+++) der Zellkerne im Oberflächen-
epithel, Stroma und Drüsenepithel sichtbar (Abbildung 4.18 A, B). 
In der Postimplantationsphase war sowohl bei nicht-konzeptiven Tieren, als auch bei 
konzeptiven Tieren eine deutliche Expression (+++) des Rezeptors im Oberflächen-
epithel, Stroma und Drüsenepithel erkennbar (Abbildung 4.18 C, D). 
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Abbildung 4.18 Immunhistochemischer Nachweis von ERα im Uterus in der Sekretionsphase (SP); 
[A]: 8.-12. Tag SP nicht-konzeptiv, [B]: 8.-12. Tag SP konzeptiv, [C]: 13.-16. Tag SP nicht-konzeptiv, 
[D]: 13.-16. Tag SP konzeptiv  
 
 
4.3.2.2 Östradiolrezeptor-β 
Bei der immunhistochemischen Untersuchung der Präparate auf den ERß konnten 
keine Ergebnisse erzielt werden. Der verwendete Antikörper zeigte an den 
untersuchten Proben keine Funktionalität. Von weiteren klärenden Untersuchungen 
wurde im Rahmen dieser Arbeit abgesehen. 
 
 
4.3.2.3 Progesteronrezeptor 
In der Implantationsphase wurde bei nicht-konzeptiven Tieren nur eine schwache bis 
mäßig positive Färbung (++) der Zellkerne im Drüsenepithel sichtbar. Im 
Oberflächenepithel und Stroma waren nur vereinzelt Zellkerne rotbraun angefärbt 
(+). Bei konzeptiven Tieren in der Implantationsphase waren sehr viele deutlich 
rotbraun gefärbte Zellkerne (+++) im Oberflächenepithel und Drüsenepithel zu 
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erkennen. Im Stroma war die positive Färbung ebenfalls deutlich feststellbar (++), 
jedoch etwas abgeschwächter (Abbildung 4.19 A, B). 
Die Expression von PR in der Postimplantationsphase war sowohl bei konzeptiven 
Tieren wie auch bei nicht-konzeptiven Tieren im Oberflächenepithel, Stroma und 
Drüsenepithel deutlich (+++) vorhanden (Abbildung 4.19 C, D). 
 
 
 
Abbildung 4.19 Immunhistochemischer Nachweis von PR im Uterus in der Sekretionsphase (SP);  
[A]: 8.-12. Tag SP nicht-konzeptiv, [B]: 8.-12. Tag SP konzeptiv [C]: 13.-16. Tag SP nicht-konzeptiv, 
[D]: 13.-16. Tag SP konzeptiv 
 
 
4.3.3 Enzyme der Steroidbiosynthese 
Ein positiver Nachweis der Enzyme wird durch eine rotbraune Färbung im 
Zytoplasma sichtbar. Zusätzlich wurde eine Kerngegenfärbung mit Hämalaun 
durchgeführt. 
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4.3.3.1 17β-Hydroxysteroid-Dehydrogenase Typ 7 
In der Implantationsphase konnte bei nicht-konzeptiven Tieren nur ein sehr 
schwaches positives Signal (+) im Oberflächenepithel dargestellt werden. Im Stroma 
und Drüsenepithel war keine Expression (-) sichtbar. Bei konzeptiven Tieren war eine 
stark positive Färbung (+++) im Oberflächen- und Drüsenepithel zu erkennen. Im 
Stroma zeigte sich hingegen nur eine geringe Expression (+) (Abbildung 4.20 A, B).  
In der Postimplantationsphase zeigten nicht-konzeptive Tiere keine 17β-HSD7 
positive Färbungen (-) im Oberflächenepithel, Stroma und Drüsenepithel. Bei 
konzeptiven Tieren wurde eine starke Expression (+++) im Stroma und Drüsenepithel 
deutlich. Im Oberflächenepithel war eine mittlere Expression (++) vorhanden 
(Abbildung 4.20 C, D). 
 
 
 
Abbildung 4.20 Immunhistochemischer Nachweis von 17β-HSD7 im Uterus in der Sekretionsphase 
(SP); [A]: 8.-12. Tag SP nicht-konzeptiv, [B]: 8.-12. Tag SP konzeptiv, [C]: 13.-16. Tag SP nicht-
konzeptiv, [D]: 13.-16. Tag SP konzeptiv 
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4.3.3.2 Aromatase 
In der Implantationsphase zeigten nicht-konzeptive Tiere keine Aromatase positiven 
Färbungen (-) im Oberflächenepithel, Stroma und Drüsenepithel. Die Präparate der 
konzeptiven Gruppe wiesen während dieser Zyklusphase ein gering positiv (+) 
gefärbtes Oberflächenepithel, ein Drüsenepithel mit mittlerer (++) positiver Färbung 
und ein Stroma ohne Färbung (-) auf (Abbildung 4.21 A, B). 
In der Postimplantationsphase bei nicht-konzeptiven Tieren war keine Expression (-) 
von Aromatase im Oberflächenepithel, Stroma und Drüsenepithel feststellbar. 
Konzeptive Tiere zeigten weder im Oberflächenepithel noch im Stroma eine positive 
Färbung (-). In den Zellen des Drüsenepithels konnte eine geringe positive 
Expression (+) nachgewiesen werden (Abbildung 4.21 C, D). 
 
 
 
Abbildung 4.21 Immunhistochemischer Nachweis von ARO im Uterus in der Sekretionsphase (SP); 
[A]: 8.-12. Tag SP nicht-konzeptiv, [B]: 8.-12. Tag SP konzeptiv, [C]: 13.-16. Tag SP nicht-konzeptiv, 
[D]: 13.-16. Tag SP konzeptiv 
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4.3.4 Relaxin und Relaxinrezeptor 
Der Relaxinrezeptor gehört zu den membranständigen, G-Protein-gekoppelten 
Rezeptoren (HSU et al. 2002). Ein positiver Nachweis zeigt sich daher als rotbraune 
membranassoziierte Färbung des Zytoplasmas. Bei den Präparaten erfolgte eine 
Kerngegenfärbung mit Hämalaun, welche die Zellkerne blau darstellte. 
In der Implantationsphase konnten bei nicht-konzeptiven Tieren im Oberflächen- und 
Drüsenepithel einzelne positive Signale (+) festgestellt werden. Im Stroma war keine 
Expression (-) vorhanden. Konzeptive Tiere zeigten eine starke Expression (+++) im 
Stroma, und eine mittlere (++) Expression im Oberflächen- und Drüsenepithel 
(Abbildung 4.22 A, B). 
 
 
 
Abbildung 4.22 Immunhistochemischer Nachweis von RXFP1 im Uterus in der Sekretionsphase (SP); 
[A]: 8.-12. Tag SP nicht-konzeptiv, [B]: 8.-12. Tag SP konzeptiv, [C]: 13.-16. Tag SP nicht-konzeptiv, 
[D]: 13.-16. Tag SP konzeptiv 
 
 
In der Postimplantationsphase konnten bei nicht-konzeptiven Tieren keine positiven 
Nachweise des Relaxinrezeptors im Oberflächenepithel, Stroma und Drüsenepithel 
festgestellt werden. Konzeptive Tiere zeigten eine mäßige Expression (++) des 
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Rezeptors im Oberflächenepithel und Stroma, gleichzeitig war eine sehr starke 
Expression (+++) im Drüsenepithel zu erkennen. Zusätzlich wurde eine starke 
rotbraune Färbung des Endothels der Blutgefäße sichtbar (Abbildung 4.22 C, D).  
Der immunhistochemische Nachweis von Relaxin entsprach bereits publizierten 
Ergebnissen vorausgegangener Untersuchungen der Arbeitsgruppe (EINSPANIER 
et al. 1997; EINSPANIER et al. 2001). Auf eine Darstellung wird deshalb verzichtet. 
So wurde bei nicht-konzeptiven Tieren eine geringe Expression im Drüsenepithel 
während der Sekretionsphase festgestellt. Bei konzeptiven Tieren zeigte sich die 
Expression deutlich im Drüsenepithel und im Stroma.  
 
 
4.3.5 Übersicht der ermittelten Ergebnisse 
Zusammenfassend sind in der folgenden Tabelle 4.2 die Ergebnisse der Expression 
auf Protein- und Genebene miteinander vergleichend aufgezeigt. Es wird deutlich, 
dass bei signifikant verstärkter mRNA Expression des untersuchten Faktors, die 
Ergebnisse der immunhistochemischen Untersuchung dies auf Proteinebene 
widerspiegeln. Ebenso wurde eine klare räumliche Verteilung der Expression im 
Gewebe deutlich. Insbesondere während der Implantation konnten signifikante 
Expressionsunterschiede bei den einzelnen Faktoren zwischen konzeptiven und 
nicht-konzeptiven Tieren festgestellt werden. So ist eine signifikant stärkere 
Expression von CG, ERα, PR, 17β-HSD7 sowie RXFP1 bei konzeptiven Tieren auf 
der Genebene zu erkennen. Die Proteinexpression dieser Faktoren unterscheidet 
sich ebenfalls in der Stärke. Mit Ausnahme von CG war bei konzeptiven Tieren in 
allen Bereichen eine deutliche Expression sichtbar, wohingegen nicht-konzeptive 
Tiere keine oder nur eine geringe Expressionsstärke zeigten. Nach der Implantation 
konnte nur noch bei 17β-HSD7 eine signifikant stärkere mRNA Expression bei 
konzeptiven Tieren beobachtet werden, welche auch immunhistochemisch bestätigt 
wurde. Die weiteren untersuchten Faktoren zeigten in ihrer Proteindarstellung 
teilweise Unterschiede zwischen konzeptiven und nicht-konzeptiven Tieren, jedoch 
erreichten diese auf der Genebene keine signifikanten Werte. 
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Tabelle 4.2 Übersicht über die Ergebnisse der immunhistochemischen und molekularbiologischen 
Untersuchungen von konzeptiven (k) und nicht-konzeptiven (nk) Weißbüschelaffen in der 
Implantationsphase (8.-12. Tag Sekretionsphase) und Postimplantationsphase (13.-16. Tag 
Sekretionsphase), * p<0,05 
 
 
Protein- 
Expression 
mRNA- 
Expression 
 
Oberflächen- 
epithel 
Stroma 
Drüsen- 
epithel 
Uterus gesamt 
 k nk k nk k nk 
Signifikanz 
k versus nk 
8.-12. Tag Sekretionsphase 
CG ++ +/- - - - - p=0,028 * 
ERα +++ - +++ ++ +++ ++ p=0,023 * 
ERß ___ ___ ___ ___ ___ ___ p=0,909 
PR +++ + ++ + +++ ++ p=0,012 * 
17β-HSD7 +++ +/- + - +++ - p=0,004 * 
ARO + - - - ++ - p=0,056 
RLN - - + + + + p=0,343 
RXFP1 ++ + +++ - ++ + p=0,003 * 
13.-16. Tag Sekretionsphase 
CG + - - - ++ - p=0,053 
ERα +++ +++ +++ +++ +++ +++ p=0,456 
ERß ___ ___ ___ ___ ___ ___ p=0,057 
PR +++ +++ +++ +++ +++ +++ p=0,180 
17β-HSD7 ++ - +++ - +++ - p=0,025 * 
ARO - - - - + - p=0,513 
RLN ++ - ++ + ++ + p=0,071 
RXFP1 ++ - ++ - +++ - p=0,071 
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5  Diskussion 
Der Inhalt zahlreicher Untersuchungen in den letzten Jahren war und ist die 
Erforschung und Charakterisierung von möglichen Markern für die Implantation bzw. 
frühe Gravidität. Eine Vielzahl von Faktoren, welche in den Implantationsprozess 
involviert sind, konnten bereits identifiziert werden (CARSON et al. 2002; 
DOMINGUEZ et al. 2003; GIUDICE 2004). Bei all den Ergebnissen ist jedoch zu 
bemerken, dass die Mehrzahl dieser Untersuchungen an Mäusen und Ratten 
durchgeführt wurden. Diese Nagermodelle sind durchaus geeignet, um ein 
verbessertes Verständnis von grundlegenden Mechanismen zu erlangen und in 
vielen Fällen konnten sie zu neuen Erkenntnissen beitragen (WANG und DEY 2006), 
jedoch ist eine direkte Übertragung von diesen Forschungsergebnissen auf den 
Menschen oftmals nicht möglich. Insbesondere im endokrinen Bereich unterscheiden 
sich die reproduktionsphysiologischen Vorgänge von Ratten und Mäusen mitunter 
stark von denen des Menschen (CARTER 2007). Aus diesem Grund ist es sinnvoll 
Tiermodelle zu nutzen, welche die humane Situation besser darstellen. In dieser 
Arbeit wurde ein humanrelevantes Primatenmodell, der Weißbüschelaffe, als 
etabliertes Modell in der Reproduktionsforschung genutzt (EINSPANIER et al. 2006). 
Der Prozess der Implantation der Blastozyste verläuft identisch mit der des 
Menschen (ENDERS und LOPATA 1999). Zudem besitzen sie ein ähnliches 
Vorkommen von Faktoren, welche für die Adhäsion und Invasion der Blastozyste 
notwendig sind (ENDERS 2000; EINSPANIER et al. 2009). In der vorliegenden 
Arbeit wurden an genau terminierte Uterusproben, aus verschiedenen Zyklus- und 
Graviditätsphasen, die Expression von CG, ERα, ERß, PR, 17β-HSD7, ARO, RLN 
und RXFP1 beim Weißbüschelaffen untersucht. Das Ziel war es, Faktoren zu 
identifizieren, die besonders während des Implantationsprozesses vermehrt 
exprimiert werden und sich möglicherweise als Marker für eine erfolgreiche 
Implantation und Frühgravidität eignen.  
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5.1 Choriongonadotropin 
Das Choriongonadotropin ist seit längerer Zeit als ein früher Marker für eine 
bestehende Gravidität bekannt und wird routinemäßig in der Diagnostik eingesetzt. 
So können im Blut von Mensch und Weißbüschelaffe signifikant erhöhte Werte 
bereits zwei bis drei Tage nach der Implantation festgestellt werden (HEARN et al. 
1988; PERRIER D'HAUTERIVE et al. 2007; TSAMPALAS et al. 2010). Ebenso 
basieren handelsübliche Schwangerschaftstests auf den Nachweis von hCG im Urin. 
Diesen Nachweismöglichkeiten ist gemein, dass der CG Nachweis nach der 
Implantation erfolgt. In dieser Arbeit konnte eine Aufregulierung von CG im Uterus 
auf Gen- und Proteinebene bei konzeptiven Tieren bereits vor der Implantation 
nachgewiesen werden. Die Expression von CG mRNA war während der 
Implantationsphase bei konzeptiven Tieren signifikant höher im Vergleich zu nicht-
konzeptiven Tieren. Damit übereinstimmende Ergebnisse zeigten sich auch im 
immunhistochemischen Nachweis von CG, bei welchem eine deutlich stärkere 
Expression des Proteins im Oberflächenepithel während der Implantationsphase bei 
konzeptiven Tieren dargestellt werden konnte. Die deutliche CG Expression bei 
konzeptiven Tieren blieb auch in der Postimplantationsphase bestehen, wobei auf 
Genebene kein statistisch signifikanter Unterschied darstellbar war. Ursächlich für 
diese fehlende statistische Signifikanz auf Genebene könnte die zeitliche 
Verschiebung der Gen- und folgenden Proteinexpression sein, denn die Ergebnisse 
der immunhistochemischen Untersuchungen zeigten eine deutliche CG 
Proteinexpression bei konzeptiven Tieren im Drüsen- und Oberflächenepithel.  
Neben der luteotrophen Wirkung von CG am Ovar, die für den Erhalt der 
Progesteronsynthese und folgenden Gravidität verantwortlich ist, sind verschiedene 
Funktionen von CG im Uterus beschrieben. Die Wirkung von CG auf das 
Endometrium wurde in mehreren Studien mittels exogener Applikation des Hormons 
nachgewiesen. So zeigte sich bei Menschen und Pavianen, dass CG die 
Veränderungen des Dezidualisierungsprozesses im Drüsen-, Oberflächenepithel und 
Stroma induziert (TANG und GURPIDE 1993; FAZLEABAS et al. 1999; LICHT et al. 
2007). Parallel zu den morphologischen Veränderungen im Endometrium fördert CG 
ebenfalls die Differenzierung der Zytotrophoblasten zu Synzytiotrophoblasten (SHI et 
al. 1993; ZYGMUNT et al. 2002).  
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Für die intrauterine Entwicklung des Fetus ist eine ausreichende Versorgung mit 
Nährstoffen notwendig. Folglich ist die Angiogenese während des Implantations-
prozesses ein essentieller und kritischer Schritt für die Etablierung einer Gravidität. 
Die Applikation von CG führt bei Menschen zu einem signifikanten Anstieg von 
intrauterinen VEGF (LICHT et al. 2001). VEGF ist ein bedeutender Faktor für die 
Angiogenese (FERRARA und VIS-SMYTH 1997). Demzufolge vermittelt CG indirekt, 
über die Erhöhung von VEGF, die Angiogenese im Uterus. Der Nachweis von CG 
Rezeptoren im humanen endometrialen und myometrialen Gefäßendothel (LEI et al. 
1992; TOTH et al. 1994) ließ zudem eine direkte Funktion von CG auf die 
Angiogenese vermuten. ZYGMUNT und Mitarbeiter (2002) konnten durch 
Untersuchungen CG als einen eigenen angiogenetischen Faktor belegen. Durch 
direkte Aktivierung der Neubildung von Kapillaren sichert es die Blutversorgung für 
den sich entwickelnden Fetus und die Plazenta. Der in dieser Arbeit erbrachte 
immunhistochemische Nachweis der erhöhten CG Expression im Endothel der 
Blutgefäße bei konzeptiven Tieren in der Postimplantationsphase unterstützt diese 
These auch für den Weißbüschelaffen. Eine weitere wichtige Aufgabe im 
Zusammenhang mit der Implantation und Gravidität beinhaltet die Steuerung der 
Konfrontation des maternalen Immunsystems mit dem Konzeptus. CG moduliert die 
maternale Immunantwort im uterinen Umfeld während der Gravidität, indem es u.a. 
die Makrophagenaktivität reguliert (AKOUM et al. 2005; WAN et al. 2007). 
Makrophagen sezernieren Zytokine und Wachstumsfaktoren, welche für die 
Ausbildung der maternalen Immuntoleranz gegenüber dem Konzeptus von 
essentieller Bedeutung sind (MOR und ABRAHAMS 2003). Weiterhin reguliert CG 
die Proliferation der uterinen NK-Zellen, welche während der Implantation und 
Frühgravidität stark erhöht sind. Diese Zellen spielen eine immunologische 
Hauptrolle für die Etablierung einer erfolgreichen Gravidität (KANE et al. 2009).  
Ein weiteres Ergebnis dieser Arbeit ist der mRNA Nachweis von CG in Uteri von 
nicht-konzeptiven Tieren, mit besonders starker Expression während der 
Proliferationsphase. Bis vor wenigen Jahren wurde die CG Synthese exklusiv der 
Anwesenheit eines Konzeptus zugeordnet. Die Synzytiotrophoblasten der Plazenta 
geben große Mengen an CG in das maternale Blut ab (JAMESON und 
HOLLENBERG 1993). Jedoch konnten mittlerweile in humanen Endometriumproben, 
aus nicht-graviden Uteri in der Sekretionsphase, CG β-Untereinheiten nachgewiesen 
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werden (ALEXANDER et al. 1998; WOLKERSDORFER et al. 1998). Zudem wurde 
der LH/CG Rezeptor auch im Endometrium von nicht-graviden humanen Uteri 
dargestellt. Dies ließ eine parakrine Regulation und Interaktion vermuten (RESHEF 
et al. 1990). Weiterführende Studien zeigten 2009 erstmals CG mRNA im 
Endometrium von nicht-konzeptiven humanen Uteri (ZIMMERMANN et al. 2009). In 
dieser Arbeit konnte bei nicht-konzeptiven Weißbüschelaffen sowohl in der 
Proliferationsphase als auch in der Sekretionsphase CG mRNA im Uterus dargestellt 
werden. Die Expression von CG mRNA in Abwesenheit eines Konzeptus legt die 
Vermutung nahe, dass auch beim Weißbüschelaffen eine CG Synthese im Uterus im 
nicht-konzeptiven Zyklus erfolgt. Im Unterschied zum Menschen, der in der 
Sekretionsphase die stärkste Expression aufweist, zeigte sich beim Weißbüschel-
affen jedoch eine signifikant höhere mRNA Expression in der mittleren Proliferations-
phase. Die Ursache dafür ist noch nicht abschließend geklärt. Derzeit gibt es weitere 
Untersuchungen, um dieses Ergebnis zu verifizieren. Interessanterweise erbrachten 
die immunhistochemischen Ergebnisse kein deutliches Bild einer CG Expression in 
nicht-konzeptiven Zyklen. So konnte in der Implantationsphase nur eine vereinzelte 
Proteinexpression im Oberflächenepithel festgestellt werden, welche in der folgenden 
Postimplantationsphase nicht mehr nachweisbar war. Eine mögliche Erklärung 
könnte eine kürzlich veröffentlichte Studie liefern, bei der an humanen Endometrium-
proben nachgewiesen wurde, dass neben dem fetalen Trophoblasten-hCG ebenfalls 
maternales Endometrium-hCG existiert. Die beide CG Typen unterscheiden sich in 
ihrer β-Untereinheit (ZIMMERMANN et al. 2012). Demnach könnte der in dieser 
Arbeit eingesetzte Antikörper spezifisch an das fetale CG jedoch nicht an das 
maternale CG binden. Aus diesem Grund wird das maternale CG im nicht-
konzeptiven Zyklus nicht detektiert. Ob eine solche Unterscheidung der CG Typen 
auch für den Weißbüschelaffen zutrifft ist bisher nicht bekannt. Jedoch ist der 
vorhandene mRNA Nachweis von CG in nicht-konzeptiven Zyklen ein Hinweis für die 
Existenz von maternalen CG. Weitere Untersuchungen sind hierzu nötig, um 
mögliche fetale und maternale Expressionsmuster von CG beim Weißbüschelaffen 
aufzuklären. Die Tatsache, dass exogen zugeführtes CG diverse Veränderungen im 
Endometrium in Abwesenheit einer Blastozyste hervorruft, lässt vermuten, dass das 
in dieser Arbeit nachgewiesene maternale CG auch im nicht-konzeptiven Zyklus von 
Weißbüschelaffen für die Veränderungen im Endometrium in der Proliferations- und 
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Sekretionsphase wichtige Aufgaben erfüllt. Eine ähnliche Hypothese wurde bereits 
für den Menschen formuliert (ZIMMERMANN et al. 2009). Für eine erfolgreiche 
Implantation ist neben der funktionstüchtigen Blastozyste ein optimal vorbereitetes 
Endometrium essentiell. CG ist ein Faktor, der für diese Vorbereitung eine wichtige 
Rolle zu spielen scheint. Dieses Hormon aktiviert bzw. inhibiert weitere Faktoren, 
welche für die zyklisch morphologischen und funktionellen Veränderungen des 
Endometriums verantwortlich sind (LICHT et al. 2007). Durch diese Umbauprozesse 
entsteht ein Endometrium, welches bereits bei der Ankunft einer Blastozyste im 
Uterus, optimal vorbereitete Bedingungen für die Implantation dieser bietet. 
 
 
5.2 Steroidrezeptoren (ERα, ERß, PR) 
Die Bedeutung von Steroiden für die grundlegenden Funktionen im Uterus während 
des Zyklus und der Gravidität ist vielfach beschrieben (LINDZEY und KORACH 
1999; DEMAYO und FUNK 1999; DEY et al. 2004). So stimuliert Östradiol in der 
Follikelphase die Proliferation des Endometriums (Proliferationsphase) und 
Progesteron fördert die Dezidualisierung der stromalen Fibroblasten in der 
Lutealphase (Sekretionsphase) (TSENG und MAZELLA 2002). Die aufeinander 
abgestimmten Aktivitäten dieser Steroidhormone nehmen eine wichtige Rolle bei der 
grundlegenden Vorbereitung des uterinen Gewebes ein, in dessen Folge der Uterus 
die Kompetenz zur Anheftung der Blastozyste und zur Initiierung des Implantations-
prozesses erhält (LESSEY et al. 1988; SNIJDERS et al. 1992). Jedoch sind die 
einzelnen Prozesse und die direkte Wirkung von ERß, ERα und PR im Implantations-
vorgang und in der Frühgravidität, insbesondere beim Weißbüschelaffen, noch 
immer wenig untersucht.  
Die Wirkung von Östrogenen auf Gewebe bzw. einzelne Zellen wird u.a. durch ERα 
und ERß vermittelt. Beide Rezeptoren besitzen unterschiedliche biologische 
Funktionen. Mit Hilfe von knockout Mausmodellen wird versucht die verschiedenen 
Wirkmechanismen von ERα und ERß aufzuklären. So zeigen z.B. ERβ knockout 
Mäuse einerseits einen normalen Phänotyp des Uterus und erzeugen gesunde 
Nachkommen. Andererseits sind die Wurfgrößen wesentlich kleiner und die Fertilität 
ist deutlich verringert (KREGE et al. 1998; DUPONT et al. 2000). Die Ursache hierfür 
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wird bei den untersuchten Mäusen jedoch in der verringerten Funktionalität der 
Ovarien gesehen und weniger im uterinen Umfeld (SU et al. 2012). Im Gegensatz 
dazu sind ERα knockout Mäuse unfruchtbar und zeigen keine uterine Reaktion auf 
exogen appliziertes Östradiol (LUBAHN et al. 1993; DUPONT et al. 2000). Somit 
scheint ERα primär für die Östrogenwirkung im Uterus verantwortlich zu sein.  
 
In dieser Arbeit wurde in der Proliferationsphase eine deutliche mRNA Expression 
von ERα festgestellt. Dies entspricht dem Zeitpunkt an dem ebenfalls die höchste 
Serumkonzentration von Östradiol nachweisbar war. Die molekularbiologischen 
Ergebnisse zeigen eine Übereinstimmung mit immunhistochemischen 
Untersuchungen beim Menschen und Rhesusaffen, bei denen die maximale 
Expression des Östrogenrezeptors in der späten Proliferationsphase festgestellt 
wurde (LESSEY et al. 1988; GHOSH und SENGUPTA 1988; SNIJDERS et al. 1992). 
Für die folgende Sekretionsphase wird in der Literatur eine verringerte Expression 
von ERα im Endometrium als Marker für den Beginn des Implantationszeitfensters 
beschrieben (SLAYDEN und KEATOR 2007). Die Abnahme der ERα Expression in 
der Sekretionsphase wird in Verbindung mit dem gleichzeitig steigenden 
Progesteronspiegel gesehen (GHOSH und SENGUPTA 1988). In dieser Arbeit 
konnte ebenfalls eine verringerte Expression von ERα bei nicht-konzeptiven Tieren in 
der Implantationsphase beobachtet werden. Im Gegensatz dazu zeigte sich aber bei 
konzeptiven Tieren in dieser Phase eine signifikant höhere Expression von ERα 
mRNA als bei nicht-konzeptiven Tieren. Die immunhistochemischen Ergebnisse 
bestätigen diese Expressionsdaten von ERα und zeigen die räumliche Verteilung des 
Rezeptors auf. So wurde bei beiden Versuchsgruppen im Stroma und im Drüsen-
epithel eine Expression nachgewiesen, welche jedoch bei konzeptiven Tieren 
deutlich stärker war. Zudem wurde bei konzeptiven Tieren auch eine Expression des 
Rezeptors im Epithel festgestellt. Eine verstärkte Expression im Epithel während der 
Implantationsphase wurde ebenfalls bei immunhistochemischen Untersuchungen an 
konzeptiven Hutaffen beschrieben. In der Folge wurde von dieser Arbeitsgruppe das 
Auftreten von ERα im Epithel im Zusammenhang mit einer aktiven Rolle des 
Rezeptors bei der epithelialen Zellproliferation vermutet (NIMBKAR-JOSHI et al. 
2012).  
DISKUSSION 
 
 
 
 71 
Bei konzeptiven Tieren wurde in der folgenden Gravidität ein Rückgang der mRNA 
Expression auf ein niedriges Basalniveau festgestellt. Diese Beobachtung bestätigt 
die in der Vergangenheit beschriebene geringe Expression von ERα Rezeptoren in 
der frühen Gravidität (29.-40.Tag) bei Weißbüschelaffen (EINSPANIER et al. 1998). 
Es wird angenommen, dass die Abnahme der ERα Rezeptorexpression durch den 
steigenden Progesteronspiegel in der Gravidität vermittelt wird (COUSE et al. 2006).  
 
Die ermittelte mRNA Expression von ERβ ist im Vergleich zu ERα generell in allen 
Proben um ein Vielfaches geringer. Dies deckt sich mit Forschungsergebnissen für 
den Menschen und Rhesusaffen, bei denen auf Gen- und Proteinebene ebenfalls ein 
deutlich geringeres Vorkommen von ERβ aufgezeigt werden konnte (REY et al. 
1998; SLAYDEN und KEATOR 2007). Im Rahmen dieser Arbeit konnte zudem bei 
nicht-konzeptiven Tieren in der späten Sekretionsphase keine ERβ mRNA 
Expression nachgewiesen werden. Ein ähnliches Expressionsmuster wurde bereits 
bei Menschen gezeigt, wobei jedoch immunhistochemisch noch einzelne Signale 
darstellbar waren (MATSUZAKI et al. 1999). Die räumliche Verteilung von ERβ 
konnte in dieser Arbeit nicht verifiziert werden, da bei den immunhistochemischen 
Untersuchungen keine Ergebnisse erzielt wurden. Der eingesetzte Antikörper zeigte 
an keinen der untersuchten Proben, inklusive Positivprobe, eine Funktionalität. Auf 
weiterführende klärende Untersuchungen wurde im Rahmen dieser Arbeit verzichtet. 
Abweichend von den Ergebnissen der nicht-konzeptiven Tiere, zeigten konzeptive 
Tiere auch in der späten Sekretionsphase eine ERβ mRNA Expression. Die 
Östrogen vermittelte Wirkung von ERβ erfolgt entweder als direkte Funktion des 
Rezeptors oder indirekt über die Beeinflussung von ERα, indem es u.a. die 
Transkriptionsaktivität von ERα herabsetzt (HALL und MCDONNELL 1999; 
PETTERSSON et al. 2000). In welchem Rahmen und Ausmaß ERβ in das 
Reproduktionsgeschehen involviert ist, ist bis heute nicht vollständig geklärt 
(SAUNDERS 2005). Es liegen jedoch einige Hinweise für Funktionen dieses 
Rezeptors im Uterus vor. So wurde bei ERβ knockout Mäusen eine verstärkte 
Zellproliferation und eine überhöhte Reaktion auf E2 beobachtet, welches die 
Vermutung zuließ, dass ERβ die Effekte von ERα moduliert und somit eine 
Hyperproliferation durch den Einfluss von Östrogen verhindert (WEIHUA et al. 2000). 
Zudem zeigten Untersuchungen an Tumorzellen, dass ERα die proliferative Wirkung 
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von Östradiol vermittelt, wohingegen ERβ als Tumorsuppressor agiert und die ERα 
induzierten Effekte blockiert (STROM et al. 2004; BARDIN et al. 2004a; BARDIN et 
al. 2004b; LEITMAN et al. 2012). Die durch ERα induzierte Proliferation des 
Endometriums zum Zeitpunkt der Implantation könnte über ERβ vermittelte Effekte in 
der Postimplantationsphase im Gleichgewicht gehalten werden, um so eine 
erfolgreiche Gravidität zu gewährleisten. Eine weitere mögliche Funktion von ERβ im 
Uterus liegt sehr wahrscheinlich in einer Beteiligung an der Angiogenese und 
Gefäßpermeabilität. In verschiedenen Untersuchungen bei Mensch und Rhesusaffe 
wurde vermehrt ERβ im Endothel und in den glatten Muskelzellen der endometrialen 
Gefäße nachgewiesen (CRITCHLEY et al. 2001; LECCE et al. 2001). Dies könnte 
ebenfalls eine Erklärung für die erhaltene, wenn auch sehr geringe, mRNA 
Expression von ERβ bei konzeptiven Tieren in der Postimplantationsphase bieten. 
Zu diesem Zeitpunkt hat der Kontakt der Blastozyste mit dem Endometrium bereits 
stattgefunden und die nun beginnende Angiogenese ist ein weiterer essentieller 
Schritt für die Etablierung der Gravidität. Der ERβ Rezeptor übernimmt somit eher 
eine wichtige unterstützende und modulierende, als eine primär initiierende Funktion 
während des Implantationsprozesses. 
 
Interessant ist die Beobachtung der mRNA Expression der Progesteronrezeptoren in 
dieser Arbeit. In der Literatur wird bei immunhistochemischen Untersuchungen von 
nicht-konzeptiven Uteri beim Menschen eine geringe Expression des Progesteron-
rezeptors während der Sekretionsphase und eine erhöhte Expression während der 
Proliferationsphase beschrieben (LESSEY et al. 1988). Gleiches kann in dieser 
Arbeit für den Weißbüschelaffen bestätigt werden. Die verstärkte Expression des 
Progesteronrezeptors in der Proliferationsphase wird durch das in dieser Phase 
dominierende Hormon Östrogen induziert und in der Sekretionsphase durch den 
Progesteronanstieg reduziert (HORWITZ und MCGUIRE 1978; MAY et al. 1989). Im 
Gegensatz zu diesem ermittelten Expressionsmuster bei nicht-konzeptiven Tieren 
wurde in der vorliegenden Arbeit eine signifikant erhöhte mRNA Expression des 
Progesteronrezeptors im Uterus während der Implantationsphase (8.-12. Tag) bei 
konzeptiven Tieren beobachtet. Bei genauerer Betrachtung der einzelnen Proben um 
den Zeitpunkt der Implantation konnte eine sehr kurzzeitige Aufregulierung am 8.-9. 
Tag SP festgestellt werden. Diese sank jedoch bereits am 11.-12. Tag SP (Zeitpunkt 
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der Implantation) wieder ab und blieb nach der Implantation auf einem niedrigen 
Basalwert, ähnlich dem nicht-konzeptiven Zyklus, erhalten. Die kurze Aufregulierung 
des Progesteronrezeptors bzw. die Herunterregulierung nicht vor, sondern während 
des Implantationsprozesses, konnte ebenfalls in einer aktuellen Studie an Mäusen 
gezeigt werden. Dies legte die Vermutung nahe, dass PR eine aktive Rolle bei der 
Initiierung des Implantationsprozesses spielt (DIAO et al. 2011). So ist es möglich, 
dass Progesteron für die Vorbereitung der Anheftung der Blastozyste an das 
Endometrium eine wichtige Funktion einnimmt. Es ist bekannt, dass Progesteron die 
Expression von Glykoproteinen wie z.B. Mucin-1 am Epithel moduliert und dadurch 
eine erfolgreiche Anheftung der Blastozyste an das Endometrium unterstützt 
(CARSON et al. 1998; CARSON et al. 2002). Des Weiteren konnte bei PR knockout 
Mäusen nach exogener Progesteron- und Östrogenapplikation Entzündungszellen im 
Stroma nachgewiesen werden (LYDON et al. 1995). Progesteron scheint demnach 
einen entzündungshemmenden Effekt zu besitzen, welcher möglicherweise die 
maternale Immunantwort, und in der Folge die Implantation, beeinflusst. Demzufolge 
ist die beobachtete kurzzeitig erhöhte Expression des Progesteronrezeptors am 8.-9. 
Tag der Sekretionsphase im konzeptiven Zyklus ein wichtiger Schritt für die 
Initiierung einer erfolgreichen Implantation einer Blastozyste. Die nachgewiesene 
geringe mRNA Expression des Progesteronrezeptors in der Frühgravidität könnte 
durch die Aktivität von 17β-HSD7 verursacht werden. Weitere Ausführungen dazu 
sind in Kapitel 5.3 zu finden. 
 
Die ermittelten Steroidhormonwerte (Östradiol, Progesteron) im Blut der 
untersuchten Weißbüschelaffen entsprachen den Angaben aus der Literatur 
(STEINETZ et al. 1995; EINSPANIER et al. 1998; SILVESTRI und FRASER 2007). 
So wiesen die Östradiolkonzentrationen vor und nach der Implantation keine 
Unterschiede zwischen den zwei Versuchsgruppen von konzeptiven und nicht-
konzeptiven Tieren auf. Im Gegensatz dazu zeigten sich wie erwartet signifikant 
erhöhte Progesteronwerte nach der Implantation bei konzeptiven Tieren im Vergleich 
zu nicht-konzeptiven Tieren. Dieser nachgewiesene Progesteronanstieg in der 
Peripherie ist das Resultat aus einer gesteigerten Progesteronsynthese des 
Gelbkörpers zu Beginn der Gravidität. Durch die Wirkung von CG am Ovar wird die 
Regression des Gelbkörpers nach einer erfolgreichen Implantation verhindert und die 
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Synthese von Progesteron im Ovar weiterhin stimuliert. Das Progesteron wiederum 
beeinflusst das uterine Umfeld positiv während der Implantation und Plazentation 
(MASTON und RUVOLO 2002).  
 
 
5.3 Enzyme der Steroidbiosynthese (17β-HSD7, ARO) 
Für die Regulation der Prozesse der Implantation und frühen Gravidität sind nicht nur 
allein die Steroide von Bedeutung. Die Enzyme der Steroidbiosynthese nehmen 
gleichermaßen eine wichtige Funktion ein. 17β-HSD7 und ARO sind zwei Enzyme, 
die an der Synthese von Östrogen beteiligt sind. Das im Uterus lokal produzierte 
Östrogen übernimmt eine wesentliche Rolle bei der uterinen Differenzierung und 
Angiogenese, welche essentielle Aufgaben für die Implantation und frühe Gravidität 
darstellen (DAS et al. 2009). Die Regulation der entsprechenden Enzyme beeinflusst 
folglich auch die Wirkung von Östrogenen im Uterus. 
In dieser Untersuchung konnte eine hoch signifikante Aufregulierung auf Gen- und 
Proteinebene von 17β-HSD7 vor, während und nach der Implantation bei 
konzeptiven Tieren im Vergleich zu nicht-konzeptiven Tieren nachgewiesen werden. 
Im Verlauf des Implantationsprozesses zeigte sich eine räumliche Verlagerung der 
17β-HSD7 Expression. So war zwischen dem 8. und 12. Tag der Sekretionsphase 
eine starke Expression im Epithel und in den Drüsen zu erkennen. Die moderate 
Expression im Stroma verstärkte sich bei konzeptiven Tieren stark nach der 
Implantation. Gleichzeitig verringerte sich die Expression im Epithel. Diese 
Verschiebung der Lokalisation der Expression in die Tiefe des Gewebes ist ebenfalls 
bei den anderen untersuchten Faktoren zu beobachten. Dies ist mit den veränderten 
Bedürfnissen des Konzeptus im Verlauf des Implantationsprozesses zu erklären. 
Während der Kontaktaufnahme der Blastozyste mit dem Endometrium ist die 
Expression im Epithel von Vorteil, um die Anheftung zu unterstützen. Wohingegen 
nach der Implantation die Angiogenese, Ausbildung der Immuntoleranz und 
strukturelle Veränderungen oberste Priorität besitzen. Somit passt sich die 
Expression der Faktoren den unmittelbaren Bedürfnissen des Konzeptus an, um 
optimale Bedingungen für eine erfolgreiche Gravidität zu schaffen. 
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17β-HSD7 besitzt die Fähigkeit weniger wirksames Östron in das potente Östradiol 
umzuwandeln, sowie Dihydrotestosteron (DHT) in Androstendiol zu metabolisieren 
(TORN et al. 2003). Es hat demnach einen direkten modulierenden Effekt auf die 
Wirkung von Östrogenen, indem es die Konzentration des wirksameren Östradiols 
lokal erhöhen kann. Ebenso scheint es möglich, dass 17β-HSD7 indirekt über die 
Steigerung der lokalen Östradiolkonzentration die ERα Rezeptoren aufreguliert. In 
den vergangenen Jahren häuften sich die Hinweise, dass 17β-HSD7, anders als 
andere Vertreter der HSD Gruppe, eine weitere sehr wichtige physiologische 
Hauptfunktion in der Cholesterinbiosynthese besitzt (BREITLING et al. 2001; 
MARIJANOVIC et al. 2003; OHNESORG et al. 2006). So wurde deutlich, dass 
17β-HSD7 über die Metabolisierung eines Zwischenproduktes der Cholesterin-
biosynthese, welches ein Vorläufer für die Steroidbiosynthese ist, an seiner eigenen 
Synthese mitwirkt. Die Wirkung von Steroiden im Uterus wird, neben den peripher 
zirkulierenden Hormonen, zu einem großen Teil durch para- oder autokrine Signale 
hervorgerufen. Die lokale Synthese von Steroiden nimmt folglich eine wichtige 
Funktion in der Regulation der Steroidrezeptoren ein.  
Bereits in der Vergangenheit wurde 17β-HSD7 eine wichtige Funktion während der 
Gravidität zugeschrieben, da eine Expression von mRNA im Gelbkörper und 
Plazenta sowie im Gewebe von graviden Uteri von Weißbüschelaffen nachgewiesen 
werden konnte (SCHWABE et al. 2001; HUSEN et al. 2003). NOKELAINEN et al. 
stellte im Jahr 2000 bei Untersuchungen an Mäusen fest, dass 17β-HSD7 im Uterus 
besonders an den Implantationsstellen exprimiert wird. Demzufolge wurde postuliert, 
dass das Enzym eine wichtige Funktion während des Implantationsprozesses besitzt. 
Die Ergebnisse der vorliegenden Untersuchung bestätigen diese Aussage auch für 
den Weißbüschelaffen. Die starke Expression von 17β-HSD7 im Endometrium, 
besonders an der Implantationsstelle, lässt eine Beteiligung am Implantations-
vorgang vermuten.  
Progesteron kann die Wirkung von Östrogen verringern, indem es direkt die 
Expression von Östrogenrezeptoren reduziert oder als Antagonist auf molekularer 
Ebene die Östrogenfunktion beeinflusst (GRAHAM und CLARKE 1997). TORN et al. 
(2003) konnten in einer Studie an humanen Zellen nachweisen, dass 17β-HSD7 die 
Fähigkeit besitzt, Progesteron in inaktives Pregnenolon umzuwandeln. Demzufolge 
ist anzunehmen, dass 17β-HSD7 auch die Expression der PR-Rezeptoren 
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beeinflussen kann. Die in dieser Arbeit nachgewiesene verringerte Expression der 
Progesteronrezeptoren in der Implantationsphase und frühen Gravidität, bei 
gleichzeitiger Erhöhung der 17β-HSD7 Expression, unterstützt diese Hypothese. 
Ähnliche Expressionsmuster wie für 17β-HSD7 wurden ebenfalls für Aromatase 
beobachtet, wobei nur für die Implantationsphase ein deutlicher Unterschied 
zwischen den beiden Gruppen festgestellt werden konnte. Die mRNA Expression 
zeigte ein höheres Vorkommen von Aromatase bei konzeptiven Tieren, welches 
immunhistochemisch bestätigt werden konnte. Auf Proteinebene wurde eine 
deutliche Expression von Aromatase, besonders in den Drüsen und Epithel, sichtbar. 
Bei nicht-konzeptiven Tieren konnte keine Expression nachgewiesen werden. In der 
Postimplantationsphase waren keine statistisch abgesicherten Unterschiede der 
mRNA Expression zwischen den untersuchten Gruppen feststellbar. Damit 
übereinstimmend zeigten sich auch die Ergebnisse der immunhistochemischen 
Untersuchungen, bei denen konzeptive Tiere nur eine geringe Expression in den 
Drüsen und nicht-konzeptive Tiere keine relevante Expression von Aromatase 
aufwiesen. Im Mausmodel wurde eine mRNA Expression von Aromatase ebenfalls 
während der Implantation und Dezidualisierung gezeigt. Dabei war, im Gegensatz zu 
den vorliegenden Ergebnissen, vor der Implantation keine Aromatase nachweisbar 
(DAS et al. 2009). Wie 17β-HSD7 ist Aromatase an der Steroidbiosynthese beteiligt 
und übernimmt dort den Konvertierungsschritt von Androgen zu Östrogen (SIMPSON 
et al. 1994). Im Uterus der Maus wurde eine merklich erhöhte Expression in den 
Stromazellen festgestellt, die sich im Dezidualisierungsprozess befanden. 
Bemerkenswert ist, dass die Dezidualisierung bei ovarektomierten graviden Mäusen 
bei Progesteronsupplementierung weiterhin stattfindet (DAS et al. 2009). Dies ist ein 
weiterer Hinweis auf die lokale Neusynthese von Östrogen und die Unabhängigkeit 
der uterinen Differenzierung von peripheren Steroidkonzentrationen (BEN-ZIMRA et 
al. 2002; DAS et al. 2009). 
 
 
5.4 Relaxin und Relaxinrezeptor 
Relaxin und der korrespondierende Rezeptor RXFP1 erfüllen im Zyklusgeschehen, 
der Implantation und der Gravidität wichtige Aufgaben. In dieser Arbeit sollte die 
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zeitliche und räumliche Regulation von Relaxin und RXFP1 auf Gen- und Protein-
ebene während der Implantation und frühen Gravidität beim Weißbüschelaffen 
dargestellt werden. 
Die peripheren Relaxinwerte im Blut waren während der Postimplantationsphase bei 
konzeptiven Tieren signifikant erhöht im Vergleich zu nicht-konzeptiven Tieren. Dies 
entspricht bereits publizierten Ergebnissen (STEINETZ et al. 1995; EINSPANIER et 
al. 1999). Bei Mensch und Weißbüschelaffe ist die Relaxinkonzentration im Serum im 
Vergleich zu Ratte und Schwein, auch bei erhöhter Expression, relativ gering (IVELL 
und EINSPANIER 2002). Es wurden Maximalwerte während der Gravidität von bis zu 
15ng/ml bei Weißbüschelaffen und 0,9ng/ml beim Menschen nachgewiesen. Für 
Ratte und Schwein sind maximale Serumwerte von bis zu 150ng/ml beschrieben 
(SHERWOOD 2004). Die absolute Serumkonzentration von Relaxin scheint jedoch 
nicht relevant für die Implantation und Gravidität zu sein. Vielmehr stellt es ein 
Nebeneffekt von ovariell produzierten Relaxin dar, welches in die Peripherie 
abgegeben wird. Die lokalen Konzentrationen von Relaxin im Uterus und Ovar sind 
um ein Vielfaches höher als die peripheren Serumwerte (HAYES 2004). Eine 
Vielzahl von Studien lassen vermuten, dass Relaxin eine parakrine oder autokrine 
Wirkung im Uterus besitzt. So zeigten in vitro Studien an humanen Zellkulturen, dass 
Relaxin nicht nur im Endometrium nachgewiesen werden kann, sondern direkt von 
den endometrialen Zellen synthetisiert wird (PALEJWALA et al. 2002). Zudem 
konnten bei ovarektomierten Frauen, denen unter Steroidhormonsupplementierung 
Eizellen übertragen wurden, erfolgreiche Schwangerschaften beobachtet werden. Im 
Verlauf dieser Schwangerschaften wiesen die Frauen nur sehr geringe oder keine 
nachweisbaren peripheren Serumrelaxinwerte auf (JOHNSON et al. 1991). Gleiches 
zeigte sich auch bei Studien an Pavianen, denen das Ovar mit aktivem Gelbkörper 
entfernt wurde. Auch in diesem Fall blieb die Gravidität bestehen, gleichwohl mit 
Relaxinwerten im Serum unterhalb der Nachweisgrenze (CASTRACANE et al. 1985). 
Die Ergebnisse dieser Untersuchungen legen die Vermutung nahe, dass für die 
Etablierung und den Erhalt der Gravidität die lokale Relaxinproduktion im Uterus eine 
entscheidende Rolle spielt. 
 
Die vorliegenden molekularbiologischen und immunhistochemischen Ergebnisse 
dieser Arbeit zeigten eine deutlich stärkere Expression des Relaxinrezeptors RXFP1 
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im Uterus während des gesamten Sekretionsphase bei konzeptiven Tieren. Im 
Immunhistochemischen Nachweis wurde die Lokalisation des Relaxinrezeptors bei 
konzeptiven Tieren im Oberflächenepithel, Stroma und Drüsenepithel sehr deutlich 
dargestellt, wohingegen bei nicht-konzeptiven Tieren nur eine sehr vereinzelte und 
geringe RXFP1 Expression im Epithel zu erkennen war. Diese quantitativen und 
qualitativen Unterschiede in den Expressionsmustern blieben auch in der Post-
implantationsphase sowohl bei konzeptiven wie auch bei nicht-konzeptiven Tieren 
bestehen. Der auf Proteinebene deutlich erkennbare Expressionsunterschied 
zwischen den untersuchten Gruppen konnte jedoch auf Genebene in der Post-
implantationsebene nicht klar dargestellt werden. Es zeigte sich gleichwohl eine 
verstärkte Expression von RXFP1 bei konzeptiven Tieren, jedoch ohne statistische 
Signifikanz. Die Ursache dieses Unterschieds ist im zeitlichen Kontext der mRNA 
Expression und der folgenden Proteinexpression zu suchen. Zudem wurde deutlich, 
dass die Expression des Relaxinrezeptors sehr schnell auf- und abreguliert wird. 
Die in dieser Arbeit beobachtete Aufregulierung des Relaxinrezeptors RXFP1 bei 
konzeptiven Tieren gibt einen weiteren Hinweis auf die bereits in der Literatur viel 
diskutierte Rolle des Relaxinsystems während der Implantation und Frühgravidität 
(EINSPANIER et al. 1997; BRYANT-GREENWOOD et al. 2007). Vorausgegangene 
Studien belegen die herausragende Bedeutung von Relaxin bei der uterinen 
Entwicklung. So wurden ovarioektomierte Weißbüschelaffen mit Relaxin allein oder 
in Kombination mit Steroiden behandelt (EINSPANIER 2001). Die Applikation von 
Relaxin plus Östradiol führte zu einer endometrialen Differenzierung und vermehrten 
Vaskularisierung sowie zur Zunahme des Uterusgewichtes und Endometriumsdicke. 
Diese Veränderungen ähneln stark den uterinen Vorgängen während der Gravidität. 
In einer weiteren Studie dieser Arbeitsgruppe wurden graviden Weißbüschelaffen 
über einen Zeitraum von 28 Tagen mittels einer Alzet-Minipumpe kontinuierlich 
Relaxin in der Frühgravidität (4.-32. Tag nach der Ovulation) verabreicht 
(EINSPANIER et al. 2009). Im Vergleich zu einer nicht behandelten Kontrollgruppe, 
zeigten sich sonographisch eine signifikant größere Endometriumsdicke und ein 
stärkerer Blutfluss im Uterus. Zudem konnte bei den Relaxin behandelten Tieren eine 
im Durchschnitt um zehn Tage verkürzte Tragzeit festgestellt werden, wobei sich die 
Jungtiere der beiden Gruppen in Gewicht und Entwicklungsstand bei der Geburt 
nicht unterschieden. 
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Die Remodulierung des uterinen Gewebes beinhaltet neben der Dezidualisierung der 
Stromzellen auch die Angiogenese. Bereits in den 60er Jahren konnte bei 
histologischen Untersuchungen an Uteri von Rhesusaffen eine sichtbare Verstärkung 
der endometrialen Angiogenese nach exogener Applikation von Relaxin 
nachgewiesen werden (DALLENBACH-HELLWEG et al. 1966; HISAW et al. 1967). 
Ein angiogenetischer Effekt von Relaxin wurde ebenfalls bei in vitro Untersuchungen 
an humanen endometrialen Zellen beobachtet (UNEMORI et al. 1999; PALEJWALA 
et al. 2002). Dort induzierte Relaxin die Expression von VEGF, ein weiterer 
angiogenetischen Faktor, welcher bei der Neubildung von Blutgefäßen beteiligt ist.  
 
Festzuhalten ist, dass in dieser Arbeit kein deutlicher Unterschied in der mRNA 
Expression von Relaxin zwischen den zwei untersuchten Gruppen festgestellt 
werden konnte. Ergebnisse von bereits veröffentlichten immunhistochemischen 
Untersuchungen, bei denen sowohl im konzeptiven wie auch im nicht-konzeptiven 
Uterus Relaxin nachgewiesen wurde, zeigten deutliche Unterschiede in der 
Lokalisation der Relaxinexpression. Im nicht-konzeptiven Zyklus erfolgte ein 
Nachweis im Epithel, während bei frühgraviden Tieren die Expression im Stroma zu 
finden war (EINSPANIER et al. 1997). In der hier vorgestellten Arbeit wurde der 
gesamte Uterus für den Nachweis der Relaxin mRNA verwendet. Demzufolge stellen 
die ermittelten Ergebnisse einen Durchschnittswert der vorhandenen Relaxin mRNA 
Expression im gesamten Uterus dar. Eine weitere mögliche Erklärung für die 
ähnliche mRNA Expression von Relaxin bei konzeptiven und nicht-konzeptiven 
Tieren könnte in der Art der Aktivierung und Regulierung des Relaxinrezeptors 
liegen. In den letzten Jahren konnten mehrere Splicevarianten von RXFP1 
nachgewiesen werden (MUDA et al. 2005). Durch die Deletion von Exons beim 
alternativen Spleißen entstehen verkürzte mRNA Transkripte, welche das Leseraster 
verschieben und so zu einer veränderten Variante des Rezeptorproteins führen. 
Diese verkürzten Rezeptorproteinvarianten (RXFP1-truncate) inhibieren Relaxin 
induzierte Signalwege, und damit die Wirkung von Relaxin auf die Rezeptoren 
(SCOTT et al. 2005; KERN et al. 2008). Es scheint daher möglich, dass die 
Regulierung des Relaxinsystems nicht durch Relaxin als Rezeptorligand allein, 
sondern auch direkt über die Expression verschiedener RXFP1 Rezeptorvarianten 
erfolgt. RXFP1 Splicevarianten konnten bisher bei Maus, Ratte, Schwein und 
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Mensch nachgewiesen werden. Insbesondere im graviden Uterus von Mäusen sowie 
in Dezidua und Chorion beim Menschen wurde eine vermehrte Expression dieser 
Relaxinrezeptorvarianten dargestellt (SCOTT et al. 2005; KERN et al. 2008). In der 
vorliegenden Arbeit konnte auf der Genebene bei konzeptiven Weißbüschelaffen 
eine signifikant höhere RXFP1 Rezeptorexpression bei gleichbleibender Relaxin-
expression beobachtet werden. Folglich könnte die Wirkung von Relaxin über die 
Anzahl und Art der Rezeptoren und nicht über die absolute Relaxinkonzentration im 
Uterus reguliert werden. Diese Hypothese erfordert jedoch noch weitere 
Untersuchungen, insbesondere den Nachweis von RXFP1 Splicevarianten im Uterus 
von Weißbüschelaffen. Weiterhin wurde immunhistochemisch an den Implantations-
stellen eine starke zeitlich und räumlich abhängig aufregulierte Expression von 
RXFP1 dargestellt. Ähnliche Expressionsmuster von Relaxin konnten auch bei 
anderen Spezies, wie beispielsweise Ratte (FIELDS et al. 1992) und Kaninchen 
(LEE und FIELDS 1990; FIELDS und LEE 1991) nachgewiesen werden. Ebenso 
wurde bei früheren Untersuchungen am Weißbüschelaffen eine verstärkte 
Relaxinexpression an der feto-maternalen Kontaktstelle beschrieben (EINSPANIER 
et al. 2001). Trophoblasten von Mensch und Primaten fusionieren nur an der 
Anheftungsstelle und im direkten Kontakt mit dem maternalen uterinen Epithel 
(ENDERS und LOPATA 1999). Genau in diesem Bereich war eine erhöhte 
Expression von RXFP1 erkennbar.  
Die Funktion von Progesteron im Verlauf des weiblichen Zyklus wird im Allgemeinen 
als Initiator und Kontrolleur der Dezidualisierung des Endometriums gesehen. In vitro 
Studien an endometrialen Stromazellen haben interessanterweise gezeigt, dass 
Progesteron allein eine geringere Wirkung aufweist als in Kombination mit Relaxin. 
Zusammen erreichen die beiden Hormone eine wesentlich effektivere 
Dezidualisierung im Uterus (DALLENBACH-HELLWEG et al. 1966; HUANG et al. 
1987; ZHU et al. 1990; TSENG et al. 1992). Relaxin induziert über die Stimulierung 
von cAMP die Prolaktinexpression (FEI et al. 1990). Prolaktin ist verantwortlich für 
die charakteristischen morphologischen und biochemischen Veränderungen der 
Stromazellen zu Deziduazellen. Es scheint daher wahrscheinlich, dass Progesteron 
seine Wirkung über verschiedene Wege vermittelt. So wird z.B. indirekt, über die 
Induktion von weiteren Faktoren bzw. deren Rezeptoren, der Gewebeumbau im 
Endometrium stimuliert. MAZELLA et al. (2004) vermuteten, das Progesteron den 
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Relaxinrezeptorgehalt erhöht und damit die Funktion von Relaxin bestimmt. In den in 
vitro Versuchen der Arbeitsgruppe wurde gezeigt, dass Relaxin die RXFP1 mRNA 
Expression in Deziduazellen sowie Progesteron die Expression in Stromazellen 
induziert. Bereits Anfang der 90er Jahre konnten LANE und Mitarbeiter (1994) in 
Zellkulturen aus endometrialen Stromazellen morphologische Veränderungen 
nachweisen, welche durch Gestagene (Progesteron) und Relaxin hervorgerufen 
wurden. Diese Veränderungen der Zellen entsprachen dem in vivo beobachteten 
Umbau des frühgraviden Endometriums. In der Folge wurde vermutet, dass RXFP1 
durch seinen eigenen Liganden (Relaxin) aufreguliert wird (MAZELLA et al. 2004; 
LOWNDES et al. 2006). 
Die Gesamtheit diese Hinweise unterstützen die Hypothese, dass Relaxin in 
Zusammenarbeit mit weiteren regulatorischen Faktoren ein wichtiger parakriner 
Modulator für die Remodulierung des uterinen Gewebes, insbesondere zum 
Zeitpunkt der Implantation und Frühgravidität, ist. Das breite Aufgabenfeld von 
Relaxin beinhaltet neben der Dezidualisierung auch angiogenetische und anti-
fibrotische Funktionen sowie die Unterstützung der Ausbildung maternaler 
Immuntoleranz (EINSPANIER et al. 2009). Dem Relaxinsystem kommt demnach 
eine essentielle Bedeutung für die Vorbereitung des Endometriums auf die 
Implantation der Blastozyste und die Etablierung der Gravidität zu.  
 
 
5.5 Schlussbetrachtung 
Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen ein komplexes und vielgestaltiges Bild 
der Expression unterschiedlicher Faktoren während des Implantationsprozesses, der 
Frühgravidität und des uterinen Zyklus bei Weißbüschelaffen. Die Untersuchungen 
ermöglichen einen detaillierten Einblick in die Regulation der verschiedenen 
Zyklusphasen, in einer in der Literatur bisher nicht beschriebenen Vollständigkeit.  
Das Choriongonadotropin, welches ein bekanntes Hormon der Gravidität ist, konnte 
bereits in der Implantationsphase bei konzeptiven Tieren mit einer deutlich erhöhten 
Expression nachgewiesen werden. Es moduliert den durch Progesteron- und 
Östrogeneinfluss grundlegend vorbereiteten Uterus weiter und verstärkt die embryo-
maternalen Interaktionen. Neben der Unterstützung der Dezidualisierung kommen 
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zudem immunmodulatorische sowie angiogenetische Funktionen hinzu, welche für 
die Entwicklung einer Gravidität essentiell sind. In dieser Arbeit wurde zudem 
erstmals die Expression von CG mRNA im nicht-konzeptiven Zyklus bei 
Weißbüschelaffen dargestellt und beschrieben. Weitere Untersuchungen im Rahmen 
der Evaluierung von CG Typen bei Weißbüschelaffen sind wünschenswert. Die 
detaillierte Beobachtung der Expressionsmuster von Steroidrezeptoren (ERα, ERβ, 
PR) ergab ein signifikant verändertes Vorkommen der Rezeptoren bei konzeptiven 
Tieren. In der Sekretionsphase zeigte sich rezeptorspezifisch eine zeitlich sehr fein 
regulierte Expression. Beginnend mit einer verstärkten Expression von PR am 8.-9. 
Tag SP, welche durch Aktivierung weiterer Faktoren die Initiierung der Blastozysten-
anheftung und die Modulation der maternalen Immunantwort beeinflusst, wird der 
Implantationsprozess eingeleitet. Während der Implantationsphase wird durch die 
verstärkte Expression von ERα die Zellproliferation des Endometriums gefördert. 
Dies gewährleistet optimale Bedingungen für die Einnistung der Blastozyste. Nach 
der erfolgten Implantation vermittelt die erhöhte ERβ Expression über weitere 
Faktoren die Angiogenese zur Versorgung des Konzeptus. Dabei beeinflussen und 
steuern die Enzyme der Steroidbiosynthese (17β-HSD7 und Aromatase) direkt die 
Synthese der Steroidhormone im uterinen Gewebe und besitzen folglich eine 
indirekte Wirkung auf die uterine Proliferation und Differenzierung und somit auf den 
Implantationsprozess. Insbesondere 17β-HSD7 zeigte eine deutlich verstärkte 
Expression während und nach der Implantationsphase bei konzeptiven Tieren. Im 
Gegensatz dazu wurde Aromatase nur in geringen Expressionsstärken 
nachgewiesen und lieferte keine deutlichen qualitativen und quantitativen 
Unterschiede zwischen den untersuchten Gruppen. Interessant erscheinen ebenfalls 
die Ergebnisse der Untersuchung des Relaxinsystems. So zeigte sich RXFP1 als 
deutlicher Marker eines konzeptiven Zyklus, insbesondere in der Implantationsphase. 
Die Expression von Relaxin hingegen unterscheidet sich, nach den immunhisto-
chemischen Ergebnissen, nur in der Lokalisation, jedoch nicht in der Expressions-
stärke zwischen konzeptiven und nicht-konzeptiven Tieren. Ursache dafür könnte 
das Vorhandensein von Rezeptorsplicevarianten sein, welche die Relaxinaktivität 
regulieren. Der Nachweis solcher Splicevarianten steht für den Weißbüschelaffen 
noch aus und bietet einige neue Forschungsansätze. 
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Zusammenfassend kann gesagt werden, dass sowohl CG wie auch ERα, PR, 
17β-HSD7 und RXFP1 als Faktoren angesehen werden können, welche während 
des Implantationsprozesses verstärkt exprimiert werden. ERβ, ARO und RLN eignen 
sich dagegen nicht zur Differenzierung von konzeptiven und nicht-konzeptiven Tieren 
zum Zeitpunkt der Implantation. Als Ansatzpunkte für weitere Untersuchungen sind 
die Fragen nach der Expression dieser zeitigen Faktoren vor dem 8. Tag der 
Sekretionsphase zu stellen und inwiefern diese frühen Marker einsetzbar sind, um 
die Rezeptivität des Endometriums vor der Implantation zu bewerten. Diese 
Fragestellungen sind besonders im Rahmen der IVF-Behandlungen von großer 
Bedeutung. Über die Feststellung der Rezeptivität des Endometriums könnte der 
optimale Zeitpunkt für den Embryotransfer bestimmt werden und in der Folge 
bessere Implantationserfolge erzielt werden.  
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Die Implantation einer Blastozyste im Uterus stellt für den maternalen Organismus 
eine große Herausforderung dar. Neben morphologischen Veränderungen des 
Endometriums sind Anpassungen auch im Immun- und Gefäßsystem notwendig. 
Kenntnisse über die verantwortlichen Faktoren für diese Prozesse sind bei 
Menschen und anderen Primaten noch immer unvollständig. Dabei sind 
Implantationsstörungen oftmals Ursache von Fruchtbarkeitsproblemen (SHARKEY 
und SMITH 2003). Besonders im Bereich der assistierten Reproduktion stellen 
implantationsbedingte Probleme eine Hauptursache für geringe Erfolgsraten dar 
(APLIN und KIMBER 2004). Das Ziel der Erforschung von Mechanismen im 
Zusammenhang mit der Implantation ist es, ein besseres Verständnis für die 
physiologischen und auch pathologischen Vorgänge zu erlangen. In dessen Folge 
die Erkenntnisse für die Behandlung von Implantationsstörungen genutzt werden 
könnten. Anhand des in der reproduktionsbiologischen Forschung etablierten 
Primatenmodells des Weißbüschelaffen (Callithrix jacchus) wurde in der 
vorliegenden Arbeit die Expression ausgewählter Faktoren in verschiedenen 
Zyklusphasen mit dem Schwerpunkt der Implantationsphase untersucht. Dafür 
wurden zeitlich genau terminierte Uterusproben von konzeptiven und nicht-
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konzeptiven Tieren entnommen und molekularbiologisch, histologisch und 
immunhistochemisch analysiert. Erstmals konnte im Uterus von Weißbüschelaffen 
die zeitliche und räumliche Regulierung von Choriongonadotropin (CG), 
Östradiolrezeptor-α (ERα), Östradiolrezeptor-ß (ERß), Progesteronrezeptor (PR), 
Aromatase (ARO), 17β-Hydroxysterois-Dehydrogenase Typ 7 (17β-HSD7) sowie 
Relaxin (RLN) und Relaxinrezeptor (RXFP1) auf Gen- und Proteinebene in 
verschiedenen Zyklusphasen in der vorliegenden Vollständigkeit dargestellt werden. 
Alle in dieser Arbeit untersuchten Faktoren zeigten eine rezeptorspezifische 
Veränderung der Expressionsmuster, auf räumlicher und zeitlicher Ebene im Verlauf 
des Implantationsprozesses. Es konnte dargestellt werden, dass die feto-maternale 
Kommunikation bereits vor dem direkten Kontakt der Blastozyste mit dem 
Endometrium beginnt. So wurde bei konzeptiven Tieren eine verstärkte Expression 
von CG, ERα, PR, 17β-HSD7 und RXFP1 in der Implantationsphase nachgewiesen. 
Diese Faktoren sind geeignete Kandidaten für weiterführende Untersuchungen und 
Evaluierung von Markern für die Präimplantationsphase und rezeptiven Uteri von 
Weißbüschelaffen. Die ebenfalls untersuchten Faktoren ERβ, ARO und RLN zeigten 
Expressionsmuster, welche erst nach der Implantation bei konzeptiven Tieren 
Unterschiede aufwiesen. Aus diesem Grund sind diese Faktoren nicht als frühe 
Marker der Implantationsphase geeignet, gleichwohl sie wichtige Funktionen in der 
Postimplantationsphase übernehmen. 
Die Ergebnisse dieser Arbeit verdeutlichen, dass nicht alleine ein einzelner Faktor 
eine herausragende Bedeutung im Implantationsprozess hat, sondern vielmehr ein 
äußerst komplexes Netzwerk von Signalen nötig ist, um eine erfolgreiche Gravidität 
zu gewährleisten. Die Aufgabe der Steroidrezeptoren ERα und PR liegt in der 
grundlegenden Bereitstellung eines rezeptiven Uterus während des Implantations-
zeitfensters. Gleichzeitig erfolgt eine sehr genau koordinierte Regulation dieser 
Steroidrezeptoren über die lokal produzierten Faktoren CG, ARO, 17β-HSD7, RLN 
und der Rezeptoren RXFP1 und ERβ. Neben den morphologischen Veränderungen 
des Endometriums, sind einzelne Faktoren auch bei der Angiogenese und 
Entwicklung der maternalen Immuntoleranz beteiligt. Es kann demnach davon 
ausgegangen werden, dass die präzise Regulation dieser Faktoren eine essentielle 
Voraussetzung für den Erfolg der Implantation und Gravidität ist. 
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The process of the blastocyst implantation into the uterus poses a major challenge 
for the maternal organism. In addition to the morphological chances of the 
endometrium, the immune system and the vascular system require modifications. 
Until today the knowledge about essential factors for this process is still incomplete. 
Fertility problems are often caused by implantation failure (SHARKEY und SMITH 
2003). Implantation associated problems are considered as a main impediment to 
improve success rates in assisted reproduction (APLIN und KIMBER 2004). 
Therefore, the aim of research projects is to gain better comprehension of the 
intricate physiological and pathological mechanism during implantation. A better 
understanding of these processes may help to improve the treatment of implantation 
failure. In this study the expression of selected factors during the implantation period 
were examined using a human-relevant model, the common marmoset (Callithrix 
jacchus). Uteri of conceived females and non-conceived females in different, 
precisely timed stages of implantation were collected and analyzed for mRNA 
transcription and protein expression. The results show a highly temporal and spatial 
regulation of chorionic gonadotropin (CG), estrogen receptor alpha (ERα), estrogen 
receptor beta (ERβ), progesterone receptor (PR), aromatase (ARO), 17beta-
SUMMARY 
 
 
 
 87 
hydroxysteroid-dehydrogenase type 7 (17β-HSD7), relaxin (RLN) and relaxin 
receptor (RXFP1) on gene and protein level. It is the first time these factors are 
described for various stages of the female cycle in this broad range in the common 
marmoset. All examined factors showed a receptor specific temporal and spatial 
alteration in their expression during the implantation process. The obtained data point 
out that the feto-maternal dialogue starts already days before the blastocyst attaches 
to the endometrium. Conceived females showed an increased expression of CG, 
ERα, PR, 17β-HSD7 and RXFP1 in the beginning of the implantation phase. These 
factors seem to be interesting candidates for further research and evaluation of 
possible pre-implantation markers for receptive uteri in the common marmoset. The 
expression of ERβ, ARO and RLN was up-regulated in conceived females after 
implantation only. For this reason these factors appear to be inappropriate markers 
for the pre-implantation phase, although they possess important functions during the 
post-implantation phase.  
The findings of this study illustrate the complex network of signals required for a 
successful establishment of pregnancy. The basic function of the steroid receptors 
ERα and PR seem to provide a receptive uterus during the window of implantation. 
At the same time there is a precisely coordinated regulation of these steroid 
receptors through the locally produced factors CG, ARO, 17β-HSD7 and RLN as well 
as the receptors RXFP1 and ERβ. Besides the morphological changes of the 
endometrium, some of these factors are also involved in processes of angiogenesis 
and maternal immune tolerance. The precise regulation of these factors is an 
essential requirement for the success of implantation and pregnancy. 
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 XXII 
9 Anhang 
Göttinger Mischung II: 
5ml Ketamin (100mg/ml, Parke-Davis GmbH Berlin, Deutschland) 
1ml Xylazin (100mg/ml, Bayer, Leverkusen, Deutschland) 
0,1ml Atropin 1% (WdT, Garbsen, Deutschland) 
3,9ml Aqua ad injectabilia (Fresenius Kabi GmbH, Bad Homburg, Deutschland) 
 
 
Zusammensetzung des Reaktionsansatzes für die Real-Time PCR 
Reagenz je Ansatz in µl 
2xSensiMix 10,0 
Primer Mix 1,6 
50xSYBR Green 0,5 
H2O 6,9 
template 1,0 
 
Primer Mix: 70nM (0,8µl revPrimer+0,8µl forPrimer)  
template Konzentration: 0,5µg/µl 
 
 
Thermoprofil der Real-Time PCR 
Initiierung: 10min bei 95°C 
Amplifikation: 45 Zyklen mit jeweils  
15sek 95°C,  
30sek 54°C (ERβ: 52°C),  
15sek 72°C  
mit abschließender Schmelzkurvenanalyse 
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 XXIII 
Eosin-Lösung 
0,5g Eosin (Merck, Darmstadt, Deutschland) 
Lösen in 100ml Aqua bidest 
Vor Gebrauch Zugabe von einem Tropfen konzentrierter Essigsäure 
 
 
Citratpuffer 
4,5ml Zitronensäure (Mallinckrodt Baker, Griesheim, Deutschland) 
20,5ml Na-Citrat (Carl Rothe GmbH+Co., Karlsruhe, Deutschland) 
mit PBS-Puffer auf 250ml auffüllen 
pH-Wert auf 6,0 einstellen 
Die Lösung wird in einer Küvette im Wärmeschrank (Heraeus, Hanau, Deutschland) 
auf 120°C erwärmt. 
 
 
AEC-Substrat-Kit (Vektor) 
1 Tropfen Puffer (Buffer pH 5,3) 
1 Tropfen AEC Substrat Reagent 
1 Tropfen H2O2 
in 2ml Aqua bidest tropfen und gut mischen 
 
 
Herkunft der Antikörper für die Immunhistochemie 
 
Antikörper Herkunft 
CG Dr. Zimmermann, Leipzig, Deutschland 
ERα Euromedex, Souffelweyersheim, Frankreich 
ERβ P.T. Saunders, Edinburgh, UK; (SAUNDERS et al. 2000) 
PR Dianova Immunotech, Hamburg, Deutschland 
17β-HSD7 Pineda, Berlin, Deutschland 
ARO Pineda, Berlin, Deutschland 
RLN Pineda, Berlin, Deutschland 
RXFP1 Pineda, Berlin, Deutschland 
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